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= (54) Title: NUCLEIC ACID MOLECULE COMPRISING A NUCLEIC ACID SEQUENCE WHICH CODES FOR A HAEMO- 
g== CYANIN, AND COMPRISING AT LEAST ONE INTRO N SEQUENCE 

(54) Bezeichnung: NUKLEINSAUREMOLEKUL, UMFASSEND EINE FUR EIN HAMOCYANIN KODIERENDE NUKLEIN- 
= SAURESEQUENZ UND MINDESTENS EINE INTRONSEQUENZ 

(57) Abstract: The invention relates to a nucleic acid molecule which comprises a nucleic acid sequence that codes for a haemo- 
5s5 cyanin, a haemocyanin domain or a fragment with the immunological properties of at least one domain of haemocyanin, and which 
gag comprises at least one intron sequence. The invention also relates to constructs which contain the nucleic acid molecule and which, 
= optionally, contain a promoter suited for controlling expression. In a preferred embodiment, the construct also contains a nucleic 
= acid sequence which codes for an antigen. The invention also relates to host cells containing these nucleic acid molecules and/or 
^= constructs, to the recombinant expression of the nucleic acid molecules and/or constructs in the host cells, to haemocyanin, a haemo- 

cyanin domain, a fragment with the immunological properties of at least one domain of haemocyanin, and to haemocyanin fusion 
= proteins that are coded by the nucleic acid molecules and/or by the constructs. The invention additionally relates to pharmaceutical 

compositions which contain the nucleic acid molecules and/or haemocyanin, a haemocyanin domain, a fragment thereof or a fusion 
— protein, and to liposomes containing the nucleic acid molecules and/or haemocyanin, a haemocyanin domain, a fragment thereof or 

a fusion protein. Finally, the invention also relates to antibodies which can be obtained by immunizing an experimental animal with 
SSB the haemocyanin, a haemocyanin domain, a fragment thereof or a fusion protein, and to the use thereof in screening methods for 

identifying tumors. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsauremolekiil, umfassend eine fur ein Hamocyanin, eine 
fS| Hamocyanin-Domane oder ein Fragment mit den immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin kodie- 
^ rende Nukleinsauresequenz und mindestens eine Intronsequenz. Weiterhin betrifft die Erfindung Konstrukte, die das Nukleinsaure- 
molekiil und gegebenenfalls einen zur Expressionskontrolle geeigneten Promoter enthalten. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform 
enthalt das Konstrukt ferner eine fur ein Antigen kodierende Nukleinsauresequenz. Die Erfindung betrifft ausserdem Wirtszellen, die 
diese Nukleinsauremolekule und/oder Konstrukte enthalten. Die Erfindung betrifft ferner die rekombinante Expression der Nukle- 
J*2 insauremolekule und/oder Konstrukte in den Wirtszellen. Weiterhin betrifft die Erfindung Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane, 
^ ein Fragment mit den immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin und Hamocyanin-Fusionsprote- 
— » ine, die von den Nukleinsauremolekiilen und/oder Konstrukten kodiert werden. Die Erfindung betrifft weiterhin pharmazeutische 
Zusammensetzungen, die die Nukleinsauremolekule und/oder Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane, ein Fragment davon oder 
ein Fusionsprotein, enthalten. Weiterhin betrifft die Erfindung Liposomen, die die Nukleinsauremolekule und/oder Hamocyanin, 
^ eine Hamocyanin-Domane, ein Fragment davon oder ein Fusionsprotein, enthalten. Femer betrifft die Erfindung Antikorper, die 
^ durch Immunisieren eines Versuchstieres mit dem Hamocyanin, einer Hamocyanin-Domane, einem Fragment davon oder einem 
^ Fusionsprotein, erhaltlich sind, und deren Verwendung in Screening-Verfahren zum Identifizieren von Tumoren. 
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Nukleinsauremolekul, umfassend eine fur ein 
Hamocyanin kodierende Nukleinsauresequenz 
und mindestens eine Intronsequenz 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsauremolekul, umfassend eine fur ein Hamo- 
cyanin, eine Hamocyanin-Domane Oder ein Fragment mit den immunologischen Eigen- 
schaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin kodierende Nukleinsauresequenz 
und mindestens eine Intronsequenz, Konstrukte, die solche Nukleinsauremolekule um- 
fassen, die Nukleinsauresequenzen oder die Konstrukte umfassende Wirtszellen, Verfah- 
ren zum Herstellen von Hamocyanin-Polypeptiden und rekombinante Hamocyanin-Poly- 
peptide. 

Hamocyanin ist ein blaues Kupferprotein, das frei gelOst im Blut zahlreicher Mollusken und 
Arthropoden auftntt und den Sauerstoff transportiert. Von den Mollusken enthalten die Ce- 
phalopoden, Chitonen, die meisten Gastropoden sowie einige Bivalvia Hamocyanin. Ha- 
mocyanin ist bei den Arthropoden typisch fur Arachniden, Xiphosuren, malakostrake Cru- 
staceen und Scutigera. Zahlreiche Insektenarten weisen Proteine auf, die sich von Hamo- 
cyanin ableiten. Hamocyanine liegen extrazelluiar vor und flottieren in der Hamolymphe. 

Wahrend das Arthropoden-Hamocyanin bei elektronenmikroskopischer Untersuchung 
einen Durchmesser von maximal 25 nm hat und eine Untereinheit ein Molekulargewicht 
von 75.000 Da aufweist, sind Molluskencyanine viel groGer. So hat z.B. das Hamocyanin 
von Megathura einen Durchmesser von 35 nm und ist aus 2 Untereinheiten zusammen- 
gesetzt. Jede Untereinheit hat ein Molekulargewicht von ca. 400.000 Da und ist in acht 
sauerstoffbindende Domanen aufgeteilt, die jeweils ein Molekulargewicht von ca. 50.000 
Da haben. Die Domanen unterscheiden sich immunologisch. Diese Domanen kdnnen 
durch limitierte Proteolyse aus der Untereinheit freigesetzt werden. 

Das im Elektronenmikroskop sichtbare Hamocyanin der Gastropoden hat ein Molekular- 
gewicht von ca. 8 Mio. Da und ist ein Di-Dekamer. Im Gegensatz hierzu ist das Hamocya- 
nin der Cephalopoden als isoliertes Dekamer angeordnet, das sich auch in der Quartar- 
struktur deutlich vom Hamocyanin der Gastropoden unterscheidet. 

Von besonderem immunologischen Interesse ist das Hamocyanin der kalifomischen 
Schlussellochschnecke Megathura crenulata. einer M Keyhole Limpet". Das Hamocyanin 
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wird deshalb auch als Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) bezeichnet. Hamocyanine sind 
sehr starke Antigene. Die Immunisierung eines Vertebraten fuhrt zu einer bisher wenig 
verstandenen, unspezifischen Aktivienjng des Immunsystems. Durch die allgemeine Akti- 
vieaing des Immunsystems ist es dann moglich, auch eine Immunreaktion gegenuber an- 
deren, bisher tolerierten Fremdstrukturen zu erreichen. KLH wird vor allem als Hapten-Tra- 
ger verwendet, urn so die Bildung von Antikdrpern gegen das Hapten zu erreichen. 

Neben Megathura crenulata gehort auch das Seeohr Haliotis tuberculata zur im Hinblick 
auf die Evolution relativ alten Gruppe der Archaegastropoda. Es ist bekannt. dass auch 
Haliotis Hamocyanin produziert. 

KLH ist ein Gemisch aus zwei unterschiedlichen Hamocyaninen, die als KLH1 und KLH2 
bezeichnet werden. Die Untereinheit des KLH1 ist ein 390 kDa Polypeptid, das aus acht 
globularen Domanen besteht, die entsprechend ihrer Reihenfolge in der Untereinheit mit 
1 a bis 1 h bezeichnet werden. KLH2 hingegen weist ein Molekulargewicht von 350 kDa 
auf und enthalt nach neuesten Daten ebenfalls 8 Domanen, die als 2 a bis 2 h bezeichnet 
werden. In vivo bildet jede Art von Untereinheit Homo-Oligomere, wohingegen Hetero-Oli- 
gomere nicht beobachtet wurden. 

Durch limitierte Proteolyse und gekreuzte Immunelektrophorese der Untereinheit von KLH1 
und KLH2 wurden amino-, interne und carboxy-terminale Domanen erhalten, deren amino- 
terminale Sequenz bestimmt wurde (Sdhngen et al., Eur. J. Biochem. 248 (1997), 602-614; 
Gebauer et al, Zoology 98(1994), 51-68). Die erhaltenen Sequenzen erlauben jedoch 
nicht den Entwurf sequenzspezifischer Primer und/oder Sonden, die fur eine Hybridisie- 
rung mit genomischer DNA Erfolg versprechen. Obwohl beide KLH-Typen seit 1991 bzw. 
1994 bekannt sind, konnte daher bisher keine PrimaYstruktur aufgeklart werden. 

Auf DNA-Ebene ist bisher in bezug auf Mollusken nur die cDNA-Sequenz der Hamocyanin- 
Untereinheit aus dem Cephalopoden Octopus dofleini bekannt (Miller et al., J. Mol. Biol. 
278 (1998), 827-842). Octopus dofleini ist phylogenetisch von den Archaegastropoden 
sehr weit entfernt. Eine Hamocyanin-Gensequenz aus Mollusken ist bisher uberhaupt nicht 
bekannt. 

Wie von Miller et al. supra, beschrieben, ist es sowohl schwierig, eine einzige funktionelle 
DomSne (Funktionelle Einheit = DomSne; auch „funktionelle Domane" genannt) zu isolie- 
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ren als auch Gewebe zu erhalten, das zur Aufreinigung von mRNA fur die cDNA-Sequen- 
zierung geeignet ist. 

Bei der Analyse des Hamocyanins aus Megathura crenulata besteht eine weitere Schwie- 
rigkeit darin, dass die Versuchstiere ein Alter von 4 bis 8 Jahren erreicht haben mussen, 
um ihnen erstmals Hamolymphe entnehmen zu konnen. Nach Entnahme der Hamolymphe 
wird Hamocyanin bei diesen Tieren nicht nachproduziert. Bisher ist nicht bekannt, wie die 
Hamocyaninsynthese stimuliert werden kOnnte. Daruber hinaus ist die Zucht von Megathu- 
ra auderst aufwendig, da hierfQr spezielle Stromungsbecken erforderlich sind. 

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Mittel und Wege bereitzustellen, um 
Hamocyanin und/oder Domanen davon in ausreichender Menge und kostengunstig produ- 
zieren zu konnen. Dies umfasst die weitere Aufgabe, ein Verfahren anzugeben, mit dem 
dieses Hamocyanin hergestellt werden kann. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaiS geldst durch ein NukleinsSure-Moiekul, umfassend 
eine fur ein Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane Oder ein funktionelles Fragment da- 
von mit den immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines Hamocya- 
nins kodierende NukleinsSuresequenz und mindestens eine Intronsequenz, wobeidie Nu- 
kleinsduresequenz ausgewahlt ist aus 

(a) Nukleinsauresequenzen, die aus der Gruppe der nachfolgend angegebenen DNA- 
Sequenzen bzw. der ihnen entsprechenden RNA-Sequenzen ausgewahlt sind oder 
diese enthalten: 

SEQ ID NO:1 (HtH1 DomSne a + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:2 (HtH1 DomSne b), 

SEQ ID NO:3 (HtH1 Domane c), 

SEQ ID NO:4 (HtH1 Domane d), 

SEQ ID NO:5 (HtH1 DomSne e), 

SEQ ID NO:6 (HtH1 Domane f), 

SEQ ID NO:7 (HtH1 Domane g), 

SEQ ID NO: 8 (HtH1 Domane h), 

SEQ ID NO:9 (partielle HtH2 Domane b), 

SEQ ID NO: 10 (HtH2 Domane c), 
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SEQ ID NO:1 1 (HtH2 Domane d), 

SEQ ID NO: 12 (HtH2 Domane e), 

SEQ ID NO: 13 (HtH2 Domane f), 

SEQ ID NO: 14 (HtH2 Domane g), 

SEQ ID NO: 15 (HtH2 Domane h), 

SEQ ID NO: 16 (partielle KLH1 Domane b), 

SEQ ID NO: 17 (KLH1 Domane c), 

SEQ ID NO: 18 (KLH1 Domane d), 

SEQ ID NO: 19 (partielle KLH1 Domane e), 

SEQ ID NO:20 (KLH2 Domane b), 

SEQ ID NO:21 (KLH2 Domane c), 

SEQ ID NO:22 (partielle KLH2 Domane d), 

SEQ ID NO:23 (KLH2 Domane g), 

SEQ ID NO:24 (partielle KLH2 Domane h), 

SEQ ID NO:49 (HtH1 Domane a' + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:50 (partielle HtH2 Domane a), 

SEQ ID NO:51 (HtH2 Domane b'), 

SEQ ID NO:52 (HtH2 Domane d'). 

SEQ ID NO:53 (HtH2 Domane e'), 

SEQ ID NO:54 (KLH1 Domane e'), 

SEQ ID NO:55 (KLH1 Domane f). 

SEQ ID NO: 56 (KLH1 Domane g), 

SEQ ID NO:57 (KLH2 Domane b'), 

SEQ ID NO:58 (KLH2 Domane C), 

SEQ ID NO:59 (KLH2 Domane d'), 

SEQ ID NO:60 (KLH2 Domane e), 

SEQ ID NO:61 (KLH2 Domane f), 

SEQ ID NO:62 (KLH2 Domane g'). 

SEQ ID NO:80 (HtH1 Domane a" + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:81 (HtH1 Domane b"), 

SEQ ID NO:82 (HtH1 Domane c"), 

SEQ ID NO:83 (HtH1 Domane d"), 

SEQ ID NO:84 (HtH1 Domane e"), 

SEQ ID NO:85 (HtH1 Domane f), 
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SEQ ID NO:86 (HtH1 Domane g"), 

SEQ ID NO:87 {HtH1 Domane h"), 

SEQ ID NO:88 (partielle HtH2 Domane a"), 

SEQ ID NO:89 (HtH2 Domane b") 

SEQ ID NO:90 (HtH2 Domane c"), 

SEQ ID NO:91 (HtH2 Domane d"). 

SEQ ID NO:92 (HtH2 Domane e"), 

SEQ ID NO:93 (HtH2 Domane f '), 

SEQ ID NO:94 (HtH2 DomSne g"), 

SEQ ID NO:95 (HtH2 Domane h"), 

SEQ ID NO:96 (partielle KLH1 Domane b"), 

SEQ ID NO:97 (KLH1 Domane c"), 

SEQ ID NO:98 (KLH1 Domane d"), 

SEQ ID NO:99 (KLH1 Domane e"), 

SEQ ID NO: 100 (KLH1 Domane f), 

SEQ ID NO:101 (KLH1 Domane g"), 

SEQ ID NO:102 (KLH2 Domane b"), 

SEQ ID NO:1 03 (KLH2 Domane c"). 

SEQ ID NO: 104 (KLH2 Domane d"). 

SEQ ID NO:105 (KLH2 Domane e"), 

SEQ ID NO: 106 (KLH2 Domane f), 

SEQ ID NO:107 (KLH2 Domane g"), 

SEQ ID NO:108 (partielle KLH2 Domane h"), 

SEQ ID NO: 157 (vollstandige HtH2 Domane a), 

(b) Nukleinsauresequenzen, die mit dem Gegenstrang einer NukleinsSuresequenz nach 
(a) hybridisieren und fur ein Polypeptid kodieren, das die immunologischen Eigen- 
schaften wenigstens einer Domane eines Hamocyanins aufweist; 

(c) Nukleinsauresequenzen, die aufgrund des genetischen Codes zu den unter (a) und (b) 
definierten DNA-Sequenzen degeneriert sind und fur ein Polypeptid kodieren, das die 
immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines Hamocyanins auf- 
weist; 



WO 01/14536 



PCT/EP00/08129 



(d) Nukleinsauresequenzen, die mit einer der unter (a) bis (c) angegebenen Nukleinsau- 
resequenzen hybridisieren und deren Gegenstrang fur ein Polypeptid kodiert, das die 
immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines HSmocyanins auf- 
weist; 

(e) Nukleinsauresequenzen, die wenigstens 60 % homolog zu einer der unter (a) angege- 
benen Nukleinsauresequenzen sind; 

(f) Varianten der unter (a) bis (e) angegebenen Sequenzen, wobei die Varianten Additio- 
nen, Deletionen, Insertionen Oder Inversionen aufweisen und fur ein Polypeptid kodie- 
ren, das die immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamo- 
cyanin aufweist; und 

(g) Kombinationen mehrerer der unter (a) bis (f) angegebenen DNA-Sequenzen. 

Vorzugsweise ist die Intronsequenz aus folgenden Sequenzen ausgewahlt: 

(i) Nukleinsauresequenzen, die aus der Gruppe der nachfolgend angegebenen DNA- 
Sequenzen bzw. der ihnen entsprechenden RNA-Sequenzen ausgewahlt sind oder 
diese enthalten: 



SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 
SEQ ID NO: 



109 (Intron 
110(lntron 

111 (Intron 

112 (Intron 

113 (Intron 

114 (Intron 

115 (Intron 

116 (Intron 

117 (Intron 

118 (Intron 

119 (Intron 

120 (Intron 

121 (Intron 

122 (Intron 

123 (Intron 



1S-1/1S-2von HtH1), 
1S-2/1A-1 von HtH1), 
1A-1/1A-2von HtHI), 
1A-2/1A-3von HtH1), 
1A-3/1A-4von HtH1), 
1A-4/1Bvon HtH1), 
1B/1Cvon HtH1), 
1C/1Dvon HtH1), 
1D/1E von HtH1), 
1E/1F-1 von HtH1), 
1F-1/1F-2von HtH1), 
1F-2/1G-1 vonHtHI), 
1F-1/1G-2von HtH1), 
1G-2/1G-3von HtH1), 
1G-3/1H von HtH1), 
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SEQ ID NO:124 (Intron in dem 3'UTR-Bereich von HtH1), 

SEQ ID NO:125 (Intron 2A-1/2A-2 von HtH2), 

SEQ ID NO:126 (Intron 2A-1/2A-3 von HtH2). 

SEQ ID NO: 127 (Intron 2A-1/2A-4 von HtH2), 

SEQ ID NO:128 (Intron 2A-4/2Bvon HtH2), 

SEQ ID NO:129 (Intron 2B/2C von HtH2), 

SEQ ID NO:130 (Intron 2C/2D von HtH2), 

SEQ ID NO: 131 (Intron 2D/2E von HtH2), 

SEQ ID NO:132 (Intron 2E/2F-1 von HtH2). 

SEQ ID NO:133 (Intron 2F-1/2F-2 von HtH2), 

SEQ ID NO:134 (Intron 2F-2/2GF-1 von HtH2), 

SEQ ID NO:135 (Intron 2G-1/2G-2 von HtH2), 

SEQ ID NO:136 (Intron 2G-2/2G-3 von HtH2). 

SEQ ID NO:137 (Intron 2G-3/2H von HtH2), 

SEQ ID NO:138 (Intron in dem 3'UTR-Bereich von HtH2), 

SEQ ID NO: 139 (Intron 1B/1C von KLH1), 

SEQ ID NO.140 (Intron 1C/1D von KLH1), 

SEQ ID NO:141 (Intron 1D/1E von KLH1), 

SEQ ID NO: 142 (Intron 1E/1F von KLH1), 

SEQ ID NO:143 (Intron 1F-1/1F-2 von KLH1), 

SEQ ID NO:144 (Intron 1F-2/1G-1 von KLH1), 

SEQ ID NO:145 (Intron 1G-1/1G-2 von KLH1), 

SEQ ID NO:146 (Intron 1G-2/1G-3 von KLH1), 

SEQ ID NO:147 (Intron 2B/2C von KLH2), 

SEQ ID NO:148 (Intron 2C/2D von KLH2), 

SEQ ID NO:149 (Intron 2D/2E von KLH2), 

SEQ ID NO: 150 (Intron 2E/2F von KLH2), 

SEQ ID NO:151 (Intron 2F von KLH2), 

SEQ ID NO: 152 (Intron 2F-2/2G von KLH2), 

SEQ ID NO: 153 (Intron 2G-1/2G-2 von KLH2), 

SEQ ID NO: 154 (Intron 2G-2/2G-3 von KLH2), 

SEQ ID NO: 155 (Intron 2G/2H von KLH2); 
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(ii) NukleinsSuresequenzen, die mit dem Gegenstrang einer Nukleinsauresequenz nach 
(i) hybridisieren; 

(iii) NukleinsSuresequenzen, die wenigstens 60 % homolog zu einer der unter (i) angege- 
benen Nukleinsauresequenzen sind; 

(iv) Varianten der unter (i) bis (iii) angegebenen Sequenzen, wobei die Varianten gegen- 
uber den unter (i) unter (iii) angegebenen Sequenzen Additionen, Deletionen, Insertio- 
nen Oder Inversionen aufweisen; und 

(v) . Kombinationen mehrerer der unter (i) bis (iv) angegebenen DNA-Sequenzen. 

Im Nachfolgenden werden einige Begriffe nSher eriautert, um klarzustellen, wie sie im Zu- 
sammenhang der vorliegenden Anmeldung verstanden werden sollen. 

Der Begriff "Hamocyanin", so, wie er nachfolgend in der Beschreibung verwendet wird, 
umfasst volistandiges Hamocyanin, Hamocyanin-Domanen und/oder Fragmente, Hamo- 
cyanin-Mutanten und Fusionsproteine. In bezug auf die Fusionsproteine sind insbesondere 
solche umfasst, bei denen die Fusion Hamocyanin und Antigene umfasst. 

Unter „Domanen" werden funktionelle Teilsequenzen der Hamocyanin-Untereinheiten ver- 
standen, die beispielsweise durch limitierte Proteolyse voneinander abgetrennt werden 
konnen. Weiterhin konnen sie unterschiedliche immunologische Eigenschaften aufweisen. 

Mit den Jmmunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin" ist 
die Eigenschaft eines Polypeptids gemeint, in gleicher Weise wie wenigstens eine Domane 
von Hamocyanin eine immunologische Antwort des Empfangers zu induzieren, der mit 
dem Polypeptid immunisiert wird. Unter Jmmunologischer Antwort" werden hier T- und/oder 
B-Zell-Antworten gegen HSmocyanin-Epitope verstanden, wie beispielsweise eine AntikOr- 
perproduktic . Die immunologische Reaktion kann beispielsweise beobachtet werden 
durch Immunisieren eines Saugers, wie z.B. einer Maus, einer Ratte oder eines Kanin- 
chens mit dem entsprechenden Polypeptid und Vergleich der Immunantwort auf das zur 
Immunisierung verwendete Polypeptid mit der Immunantwort auf naturliche Hamocyanine. 

Der Begriff "Intronsequenz" steht sowohl fur eine dazwischenliegende Sequenz in einem 
eurkaryotischen Gen als auch fur die korrespondierende dazwischenliegende Sequenz im 
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RNA-Transkript. Die Intronsequenz(en) und die kodierende(n) Sequenz(en) werden ge- 
meinsam transkribiert; der Introntranskript bzw. die Introntranskripte werden dann entfernt, 
um die funktionelle RNA zu erhalten. 

Der Begriff "Antigen" umfasst erfindungsgemafl sowohl Haptene, als auch schwache und 
starke Antigene. Haptene sind dadurch charakterisiert, dass sie Substanzen niedriger Mo- 
lekulmasse (kleiner als 4000 Da) sind, jedoch ohne Kopplung an ein Tragermolekul nicht in 
der Lage sind, eine immunologische Reaktion auszuloseh. Schwache Antigene sind Sub- 
stanzen, die selbst bereits eine immunologische Reaktion auslosen konnen, deren Poten- 
tial, eine immunologische Reaktion auslGsen zu konnen. durch Kopplung mit einem Trager- 
Molekul auf Protein- und/oder DNA-Ebene, noch erhoht werden kann. 

"His-Tag" bedeutet eine Sequenz von wenigstens 6 Histidin-Aminosauren, die durch ent- 
sprechende Klonierung und Fusion mit einer exprimierbaren Sequenz zu einem Fusions- 
protein mit wenigstens 6 His-Resten am NH 2 -Terminus fuhrt, das ieicht durch Komplexie- 
rung mit einer Ni 2+ -Saule aufgereinigt werden kann. 

"Klonierung" soil alle im Stand der Technik bekannten Klonierungsmethoden umfassen, die 
hier zum Einsatz kommen konnten, die jedoch nicht alle im einzelnen beschrieben werden, 
weil sie zum selbstverstandlichen Handwerkszeug des Fachmanns gehoren. 

„ Varianten" einer Nukleinsaure umfassen Additionen, Deletionen, Insertionen Oder Inver- 
sionen und kodieren fur ein Polypeptid, das die immunologischen Eigenschaften wenig- 
stens einer Domane von Hamocyanin aufweist. Varianten konnen kunstlich Oder naturlich 
sein. Ein Beispiel fur natQrliche Varianten stellen allelische Varianten dar. 

Unter "rekombinanter Expression in einer geeigneten Wirtszelle" sollen alle im Stand der 
Technik bekannten Expressionsmethoden in bekannten Expressionssystemen verstanden 
werden, die hier zum Einsatz kommen konnten, jedoch nicht alle im einzelnen beschrieben 
werden, weil sie zum selbstverstandlichen Handwerkszeug des Fachmanns gehOren. 

Die im erfindungsgemafJen NukleinsSuremolekul enthaltene NukleinsSuresequenz kann 
genomische DNA Oder synthetische DNA sein, wobei unter synthetischen DNA-Sequenzen 
auch solche verstanden werden, die modifizierte Internukleosid-Bindungen enthalten. 
Weiter kann es sich bei den Nukleinsauresequenzen um RNA-Sequenzen handeln, was 
z.B. fur die Expression mittels rekombinanter Vektorsysteme erforderlich sein kann. Die 
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Nukleinsauresequenzen gemali (b) sind beispielsweise erhaltlich durch Verwenden einer 
nachweisbar markierten Sonde, die einer der unter (a) angegebenen Sequenzen Oder 
einem Fragment bzw. deren Gegenstrang entspricht, zum Screening von cDNA- 
/genomischen DNA-Bibliotheken aus Mollusken Oder Arthropoden. Die der cDNA-Biblio- 
thek zugrundeliegende mRNA ist vorzugsweise aus Mollusken-Geweben zu erhalten, die 
Hamocyanin besonders stark exprimieren, wie z.B. Mantel-Gewebe aus Gastropoden und 
Branchialdrusengewebe aus Cephalopoden. 

Die Identifizierung positiver genomischer DNA-Klone erfolgt gemaG Standardverfahren. 
Vgl. Maniatis et al., Molecular Cloning (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die unter (b) Oder (d) bzw. (ii) angegebene Hy- 
bridisierung unter stringenten Bedingungen durchgefuhrt. Stringente Hybridisierungsbedin- 
gungen sind z.B. 68°C uber Nacht in 0,5 x SSC; 1% Blockierungsreagenz (Boehringer 
Mannheim); 0,1 % Natriumlaurylsarcosinat und nachfolgendem Waschen mit 2 x SSC; 0,1 
% SDS. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden Nukleinsaure-Molekule bereitgestellt, die 
eine Nukleinsauresequenz umfassen, die wenigstens 60 % homolog zu einer der unter (a) 
angegebenen Nukleinsauresequenzen sind. Bevorzugt sind die Nukleinsauresequenzen 
wenigstens 80% homolog zu einer der unter (a) angegebenen Nukleinsauresequenzen. 
Besonders bevorzuft sind die Nukleinsauresequenzen wenigstens 90 % homolog zu einer 
der unter (a) angegebenen Nukleinsauresequenzen. Insbesondere sind die Nukleinsaure- 
sequenzen wenigstens 95% homolog zu einer der unter (a) angegebenen Nukleinsaure- 
sequenzen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden Nukleinsauresequenzen bereit- 
gestellt, die mindestens eine Intronsequenz, die wenigstens 60 % homolog zu einer der 
unter (i) angegebenen Nukleinsauresequenzen ist, umfassen. Bevorzugt ist (bzw. sind) die 
Intronsequenz(en) wenigstens 80% homolog zu einer der unter (a) angegebenen Nuklein- 
sauresequenzen. Besonders bevorzugt ist (bzw. sind) die Intronsequenz(en) wenigstens 
90 % homolog zu einer der unter (a) angegebenen Nukleinsauresequenzen. Insbesondere 
ist (bzw. sind) die Intronsequenz(en) wenigstens 95% homolog zu einer der unter (a) 
angegebenen Nukleinsauresequenzen. 
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ErfindungsgemSB bedeutet der Ausdruck ..Homologie" Homologie auf DNA-Ebene, die 
gemafi bekannter Verfahren, z.B. der computergestutzten Sequenzvergleiche (Basic local 
alignment search tool, S.F. Altschul et al., J. Mol. Biol. 215 (1990), 403-410) bestimmt 
werden kann. 

Der dem Fachmann bekannte Ausdruck ..Homologie" bezeichnet den Grad der Verwandtschaft 
zwischen zwei Oder mehr Nukleinsauremolekulen, der durch die Ubereinstimmung zwischen 
den Sequenzen bestimmt wird. Der Prozentsatz der „Homologie" ergibt sich aus dem Prozent- 
satz identischer Bereiche in zwei oder mehr Sequenzen unter Berucksichtigung von Lucken 
Oder anderen Sequenzbesonderheiten. 

Die Homologie miteinander verwandter Nukleinsauremolekule kann mit Hilfe bekannter Verfah- 
ren bestimmt werden. In der Regel werden spezielle Computerprogramme mit den besonderen 
Anforderungen Rechnung tragenden Algorithmen eingesetzt. 

Bevorzugte Verfahren zur Bestimmung der Homologie erzeugen zunachst die groftte Uberein- 
stimmung zwischen den untersuchten Sequenzen. Computerprogramme zur Bestimmung der 
Homologie zwischen zwei Sequenzen umfassen, sind jedoch nicht eingeschrankt auf, das GCG 
Programmpaket. einschlieftlich GAP (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12 (12): 387 
(1984); Genetics Computer Group University of Wisconsin, Madison, (Wl)); BLASTP, BLASTN 
und FASTA (Altschul, S. et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)). Das BLASTX Programm kann 
vom National Centre for Biotechnology Information (NCBI) und aus weiteren Quellen bezogen 
werden (BLAST Handbuch, Altschul S., et al., NCB NLM NIH Bethesda MD 20894; Altschul. S., 
et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)). Auch der bekannte Smith Waterman-Algorithmus kann 
zur Bestimmung von Homologien verwendet werden. 

Bevorzugte Parameter fur den Nukleinsauresequenz-Vergleich umfassen die nachstehenden: 

Algorithmus: Needleman und Wunsch, J. Mol. Biol 48:443-453 (1970) 

Vergleichsmatrix: Ubereinstimmung (matches) = + 10 



Lucken-Wert (Gap Penalty): 

Luckenlangen-Wert: 
(Gap Length Penalty): 



Nichtubereinstimmung (mismatch) = 0 
50 



3 
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Das GAP-Programm ist auch zur Verwendung mit den vorstehenden Parametem geeignet. Die 
vorstehenden Parameter sind die Fehler-Parameter (default parameters) fur NukleinsSurese- 
quenz-Vergleiche. 

Weitere beispielhafte Algorithmen, Lucken-Offnungs-Werte (gap opening penalties), Lucken- 
ausdehnungs-Werte (gap extension penalties), Vergleichsmatrizen einschlieftlich der im Pro- 
gramm-Handbuch, Wisconsin-Paket, Version 9, September 1997, genannten konnen verwen- 
det werden. Die Auswahl wird von dem durchzufuhrenden Vergleich abhangen und weiterhin 
davon, ob der Vergleich zwischen Sequenzpaaren, wobei GAP oder Best Fit bevorzugt sind, 
Oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen Sequenz-Datenbank, wobei FASTA 
oder BLAST bevorzugt sind, durchgefuhrt wird. 

Eine mit dem oben genannten Algorithmus ermittelte Ubereinstimmung von 60 % wird im 
Rahmen dieser Anmeldung als 60 % Homologie bezeichnet. Entsprechendes gilt fur hohere 
Homologiegrade. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemafce DNA-Sequenz eine Kom- 
bination mehrerer der unter (a) bis (f) angegebenen DNA-Sequenzen und mindestens 
einer Intronsequenz, die durch dem Fachmann bekannte Fusion und gegebenenfalls Klo- 
nierung erhalten werden konnen. Diese Kombinationen sind von besonderem Interesse, 
da die davon kodierten Polypeptide besonders immunogen sind. Insbesondere sind Kom- 
binationen bevorzugt, die mehrere oder alle Domanen in der in der Untereinheit naturli- 
cherweise vorkommenden Reihenfolge (a bis h) aufweisen. Besonders bevorzugt sind da- 
bei Ausfuhrungsformen, in denen die fur die DomSnen kodierenden Nukleinsauresequen- 
zen direkt im Raster aneinandergekoppelt sind, nachdem die Intronsequenz bzw. die 
Intronsequenzen entfernt wurden. 

Weiterhin werden Konstrukte bereitgestellt, die die erfindungsgemaiien NukleinsSuremole- 
kule umfassen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das erfindungsgemalSe 
Konstrukt einen zur Expression geeigneten Promotor, wobei die Nukleinsauresequenz 
unter der Kontrolle des Promotors steht. Die Wahl des Promotors hangt vom zur Expres- 
sion verwendeten Expressionssystem ab. Generell sind konstitutive Promotoren bevorzugt, 
jedoch sind auch induzierbare Promotoren wie z.B. der Metallothionein-Promotor moglich. 
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In einer weiterhin bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das Konstrukt ferner eine Anti- 
gen-kodierende Nukleinsauresequenz, die direkt mit der erfindungsgemaden Hamocyanin- 
Nukleinsaure verbunden ist. Die Antigen-kodierende Sequenz kann sowohl 5' als auch 3' 
relativ zur Hamocyanin-Sequenz Oder auch an beiden Enden gelegen sein. Sie schlieflt im 
gleichen Leseraster entweder unmittelbar an die Hamocyanin-Sequenz an Oder ist durch 
einen Nukleinsaure-Linker unter Wahrung des Leserasters mit ihr verbunden. Durch die 
Fusion der Antigen-kodierenden Sequenz mit der Hamocyanin-Sequenz ist die Bildung 
eines Fusionsproteins beabsichtigt, in dem die Antigen-kodierende Sequenz kovalent mit 
der Hamocyanin-Sequenz verbunden ist. Das erfindungsgemaSe Antigen ist hierbei ein 
medizinisch relevantes Antigen, das beispielsweise ausgewahlt ist aus: Tumorantigenen, 
Virusantigenen und Antigenen bakterieller Oder parasitSrer Pathogene. Tumorantigene 
kdnnen hierbei beispielsweise Rb und p53 sein. Vorzugsweise stammen die Virusantigene 
aus immunologisch relevanten Viren, wie z.B. Influenza-Virus, Hepatitis-Virus und HIV. 
Pathogenantigene sind unter anderem solche aus SSugerpathogenen, insbesondere 
humanpathogenen Organismen, wie z.B. Plasmodium. Bakterielle Antigene kdnnen z.B. 
von Klebsiella, Pseudomonas, £. coli, Vibrio cholerae, Chlamydia, Streptococcen Oder 
Staphylococcen stammen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das Konstrukt ferner wenigstens 
ein Teil eines Vektors, insbesondere regulatorische Regionen, wobei der Vektor ausge- 
wahlt ist aus : Bacteriophagen wie A.-Derivaten, Adenoviren, Vacciniaviren, Baculoviren, 
SV40-Viren und Retroviren, vorzugsweise MoMuLV (Moloney Murine Leukemia Virus). 

Ferner ist ein Konstrukt bevorzugt, das zusatzlich eine His-Tag-kodierende DNA-Sequenz 
umfasst, die bei Expression des Konstrukts zur Bildung eines Fusionsproteins mit einem 
His-Tag am NH 2 -Terminus des Hamocyanins fuhrt, welches die Aufreinigung des Proteins 
an einer Nickel-SSule durch Chelat-Bildung erleichtert. 

Ferner stellt die Erfindung Wirtszellen bereit, die das Konstrukt enthalten und die zur Ex- 
pression des Konstruktes geeignet sind. Im Stand der Technik sind zahlreiche prokaryonti- 
sche und eukaryontische Expressionssysteme bekannt, wobei die Wirtszellen beispiels- 
weise ausgewahlt sind aus prokaryontischen Zellen wie E. coli Oder B. subtilis, aus euka- 
ryontischen Zellen wie Hefezellen, Pflanzenzellen, Insektenzellen und SSugerzellen, z.B. 
CHO-Zellen, COS-Zellen oder HeLa-Zellen, sowie Derivaten davon. Im Stand der Technik 
sind beispielsweise bestimmte CHO-Produktionslinien bekannt, deren Glykosylierungs- 
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muster im Vergleich zu CHO-Zellen verandert sind. Die durch die Verwendung Glykosyiie- 
rungs-defizienter oder Glykosylienjngs-verringerter Wirtszellen erhaltenen Hamocyanine 
verfugen moglicherweise uber zusatzliche Epitope, die bei vollstandiger Glykosylierung an- 
sonsten dem Immunsystem des EmpfSngers nicht zuganglich sind, so dass Hamocyanine 
mit verringerter Glykosylierung unter Umstanden eine erhohte Immunogenizitat aufweisen. 
Aus mit dem erfindungsgemafcen Konstrukt transformierten Pflanzenzellen konnen trans- 
gene Pflanzen oder Pflanzenzellkulturen hergestellt werden, die Hamocyanin-Polypeptide 
produzieren, beispielsweise Tabak-, Kartoffel-, Tomaten-, Zuckerruben-, Sojabohnen-, 
Kaffee-, Erbsen-, Bohnen-, Raps-, Baumwoll-, Reis- oder Maispflanzen bzw. -pflanzenzell- 
kulturen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiter ein Verfahren zum Herstellen eines Ha- 
mocyanin-Polypeptids. Dazu wird das erfindungsgemafie Nukleinsauremolekul und/oder 
das Konstrukt in einer geeigneten Wirtszelle exprimiert und das Protein aus der Wirtszelle 
oder dem Medium mittels ublicher Verfahren isoliert. 

Dem Fachmann sind zahlreiche Verfahren zur Expression von DNA-Sequenzen bekannt; 
vergleiche Recombinant Gene Expression Protocols in Methods in Molecular Biology, Band 
62, Humana Press Totowa New Jersey (1995). Die Expression kann sowohl konstitutiv als 
auch induzierbar sein, wobei Induktoren wie beispielsweise IPTG und Zn 2+ dem Fachmann 
bekannt sind. Das hergestellte Hamocyanins kann, falls ein His-Tag an den NH 2 -Terminus 
des Hamocyanin fusioniert wurde, durch Chelat-Bildung an einer Nickel-Saule aufgereinigt 
werden. Verfahren zum Aufreinigen von Hamocyanin, insbesondere KLH, finden sich in 
Harris et al., Micron 26 (1995), 201-212. Vorzugsweise wird das Hamocyanin durch lonen- 
austausch-Chromatographie und/oder Gelfiltrationschromatographie aufgereinigt. Die 
Durchfuhrung dieser MafSnahmen ist dem Fachmann bekannt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird das erfindungsgemafc hergestellte 
Hamocyanin modifiziert. Die Modifikationen umfassen hierbei die Di-, Oligo- und Polymeri- 
sierung des monomeren Ausgangsprodukts beispielsweise durch Quervernetzung, z.B. 
durch Dicyclohexylcarbodiimid oder Pegylierung Oder Assoziation (self assembly). Die 
somit hergestellten Di-, Oligo- und Polymere konnen voneinander durch Gelfiltration abge- 
trennt werden. Insbesondere beabsichtigt ist die Bildung von Dekameren, Didekameren 
oder Multi-Dekameren. Weitere Modifikationen umfassen Seitenketten-Modifikationen, 
beispielsweise von e-Amino-Lysin-Resten des Hamocyanins, oder Amino- bzw. Carboxy- 
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terminate Modifikationen. Besonders bevorzugt ist die Modifikation des HSmocyanins durch 
kovalente Bindung an ein Antigen, wobei das Antigen stdchiometrisch Oder nicht-stochio- 
metrisch mit dem Hamocyanin umgesetzt sein kann. Das Antigen ist vorzugsweise ausge- 
wahlt aus Tumorantigenen, Virusantigenen und Pathogenenantigenen wie oben ausge- 
fuhrt. Weitere Modifikationen umfassen posttranslationale Ereignisse, z.B. die Glykosylie- 
rung Oder die partielle oder vollstandige Deglykosylierung des Proteins. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das erhaltene Hamocyanin bei rekombinanter 
Expression in Prokaryonten oder Glykosylierungs-defizienten Eukaryonten nicht-glykosy- 
liert. Ebenfalls in Betracht gezogen wird erfindungsgemafi Hamocyanin, das durch rekom- 
binante Expression in zur Glykosylierung fahigen Eukaryonten wie Hefezellen, Pflanzen- 
zellen, Insektenzellen oder Saugerzellen, wie CHO-Zellen oder HeLa-Zellen, glykosyliert 
ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform werden Hamocyanin-Polypeptide zur verfugung ge- 
stellt, die eine Aminosauresequenz umfassen, wobei die Aminosauresequenz von einer 
oder mehreren der erfindungsgema&en Nukleinsauremolekule kodiert wird. 

Bevorzugt werden Hamocyanin-Polypeptide zur Verfugung gestellt, die wenigstens eine 
aus der folgenden Gruppe ausgewShlte Aminosauresequenz umfassen: 

SEQ ID NO:25 (HtH1 Domane a + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:26 (HtH1 Domane b), 

SEQ ID NO:27 (HtH1 Domane c). 

SEQ ID NO:28 (HtH1 Domane d), 

SEQ ID NO:29 (HtH1 Domane e), 

SEQ ID NO:30 (HtH1 Domane f), 

SEQ ID NO:31 (HtH1 Domane g), 

SEQ ID NO:32 (HtH1 Domane h), 

SEQ ID NO:33 (partielle HtH2 Domane b), 

SEQ ID NO:34 (HtH2 Domane c). 

SEQ ID NO:35 (HtH2 Domane d), 

SEQ ID NO:36 (HtH2 Domane e), 

SEQ ID NO:37 (HtH2 Domane f), 

SEQ ID NO:38 (HtH2 Domane g), 
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SEQ ID NO:39 (HtH2 Domane h), 

SEQ ID NO:40 (partielie KLH1 Domane b), 

SEQ ID NO:41 (KLH1 Domane c), 

SEQ ID NO:42 (partielie KLH1 Domane d), 

SEQ ID NO:43 (partielie KLH1 Domane e), 

SEQ ID NO:44 (KLH2 Domane b), 

SEQ ID NO:45 (KLH2 Domane c), 

SEQ ID NO:46 (partielie KLH2 Domane d), 

SEQ ID NO:47 (KLH2 Domane g), 

SEQ ID NO:48 (partielie KLH2 Domane h), 

SEQ ID NO:63 (HtH1 Domane a' + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:64 (HtH1 Domane h'), 

SEQ ID NO:65 (partielie HtH2 Domane a), 

SEQ ID NO: 156 (vollstandige HtH2 Domane a), 

SEQ ID NO:66 (HtH2 Domane b'), 

SEQ ID NO:67 (HtH2 Domane d'), 

SEQ ID NO:68 (HtH2 Domane e'), 

SEQ ID NO:69 (partielie KLH1 Domane b'), 

SEQ ID NO:70 (KLH1 Domane e'), 

SEQ ID NO:71 (KLH1 Domane f), 

SEQ ID NO:72 (KLH1 Domane g), 

SEQ ID NO:73 (KLH1 Domane h), 

SEQ ID NO:74 (KLH2 Domane b'), 

SEQ ID NO:75 (KLH2 Domane c"), 

SEQ ID NO:76 (KLH2 Domane d"), 

SEQ ID NO:77 (KLH2 Domane e), 

SEQ ID NO:78 (KLH2 Domane f), 

SEQ ID NO:79 (KLH2 Domane g') 

SEQ ID NO:158 (teilweise KLH2 Domane h) 



Oder ein Fragment einer dieser Sequenzen, das die immunologischen Eigenschaften we- 
nigstens einer Domane von Hamocyanin aufweist. 
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Hamocyanin-Polypeptide, deren Sequenz uber einen Teilbereich von mindestens 90 Ami- 
nosauren mindestens 60% oder 70%, vorzugsweise mindestens 80%, besonders bevor- 
zugt mindestens 90% oder 95% Homologie zu einer der AminosSuresequenzen gemali 
SEQ ID NO:25 bis 48 und SEQ ID NO:63 bis 79 aufweist, werden von der Erfindung 
ebenfalls umfasst. 

In diesem Zusammenhang bezieht sich der Ausdruck "mindestens 70%, vorzugsweise 
mindestens 80%, besonders bevorzugt mindestens 90% Homologie" auf Gbereinstimmung 
auf der Ebene der Aminosauresequenz, die gemali bekannter Verfahren, z.B. der compu- 
tergestutzten Sequenzvergleiche (Basic local alignment search tool, S.F. Altschul era/., J. 
Mol. Biol. 215 (1990), 403-410) bestimmt werden kann. 

Der dem Fachmann bekannte Ausdruck „Homologie" bezeichnet hier den Grad der Ver- 
wandtschaft zwischen zwei oder mehrerer Polypeptid-Molekulen, der durch die Gberein- 
stimmung zwischen den Sequenzen bestimmt wird, wobei unter Gbereinstimmung sowohl 
identische Gbereinstimmung als auch konservativer AminosSure-Austausch zu verstehen 
ist. Der Prozentsatz der ..Homologie* 1 ergibt sich aus dem Prozentsatz ubereinstimmender 
Bereiche in zwei oder mehr Sequenzen unter Berucksichtigung von Lucken oder anderen 
Seq uenzbesonderheiten . 

Der Begriff "konservativer Aminosaure-Austausch" bezieht sich auf einen Austausch eines 
Aminosaurerestes durch einen anderen AminosSurerest, wobei der Austausch nicht zu 
einer Anderung der Polaritat oder Ladung fuhrt. Ein Beispiel fur einen konservativen Ami- 
nosaure-Austausch ist der Austausch eines unpolaren Aminosaurerestes durch einen an- 
deren unpolaren Aminosaurerest. 

Die Homologie miteinander verwandter Polypeptid-Molekule kann mit Hilfe bekannter Ver- 
fahren bestimmt werden. In der Regel werden spezielle Computerprogramme mit den be- 
sonderen Anforderungen Rechnung tragenden Algorithmen eingesetzt. Bevorzugte Ver- 
fahren zur Bestimmung der Homologie erzeugen zunachst die grofcte Gbereinstimmung 
zwischen den untersuchten Sequenzen. Computerprogramme zur Bestimmung der Ho- 
mologie zwischen zwei Sequenzen umfassen, sind jedoch nicht eingeschrankt auf, das 
GCG-Programmpaket, einschlieBlich GAP (Devereux, J., era/., Nucleic Acids Research 12 
(12): 387 (1984); Genetics Computer Group University of Wisconsin, Madison, (Wl)); 
BLASTP, BLASTN und FASTA (Altschul, S. era/., J. Molec Biol 215:403/410 (1990)). Das 
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BLAST X Programm kann vom National Centre for Biotechnology Information (NCBI) und 
aus weiteren Quellen bezogen werden (BLAST Handbuch, Altschul S., et a/., NCB NLM 
NIH Bethesda MD 20894; Altschul, S., era/., J. Mol. 215:403/410 (1990)). Auch der be- 
kannte Smith Waterman-Algorithmus kann zur Bestimmung von Homologie verwendet 
werden. 

Bevorzugte Parameter fiir den Sequenz-Vergleich umfassen die nachstehenden: 
Algorithmus: Needleman und Wunsch, J. Mol. Biol 48:443-453 



Schwellenwert der Ahnlichkeit: 0 

Das GAP-Programm ist auch zur Verwendung mit den vorstehenden Parametem geeignet. Die 
vorstehenden Parameter sind die Standardparameter (default parameters) fiir Aminosaure- 
sequenz-Vergleiche, wobei Lucken an den Enden den Homologie-Wert nicht verringem. Bei 
sehr kurzen Sequenzen im Vergleich zur Referenzsequenz kann es weiterhin notwendig sein, 
den Erwartungswert auf bis zu 100.000 (expected value) zu erhohen und gegebenenfalls die 
WortlSnge (word size) auf bis zu 2 zu verkleinern. 

Weitere beispielhafte Algorithmen, Lucken-Offnungs-Werte (gap opening penalties), 
Luckenausdehnungs-Werte (gap extension penalties), Vergleichsmatrizen einschlieftlich 
der im Programm-Handbuch, Wisconsin-Paket, Version 9, September 1997, genannten 
konnen verwendet werden. Die Auswahl wird von dem durchzufuhrenden Vergleich ab- 
hangen und weiterhin davon, ob der Vergleich zwischen Sequenzpaaren, wobei GAP oder 
Best Fit bevorzugt sind, oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen Sequenz- 
Datenbank, wobei FASTA oder BLAST bevorzugt sind, durchgefuhrt wird. 



Vergleichsmatrix: 



(1970) 

BLOSUM 62 von Henikoff und Henikoff, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 89:10915-10919 (1992) 



Lucken-Wert (Gap Penalty): 

Luckeniangen-Wert 
(Gap Length Penalty): 



4 



12 



Eine mit dem oben genannten Algorithmus ermittelte Ubereinstimmung von 60 % wird im 
Rahmen dieser Anmeldung als 60 % Homologie bezeichnet. Entsprechendes gilt fur hohere 
Homologiegrade. 
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In einerweiteren Ausfuhrungsform stellt dieErfindung Hamocyanin-Polypeptide, erhaltlich 
durch das rekombinante Herstellungsverfahren Oder Modifikationen davon, bereit. 

Bevorzugt sind Hamocyanin-Polypeptide, die jede der Sequenzen SEQ ID NO: 25 bis 32 
umfassen, wobei die Sequenz mit SEQ ID NO:25 durch SEQ ID NO:63 und/oder SEQ ID 
NO:32 durch SEQ ID NO:64 ersetzt sein kann. Bevorzugt sind ebenfalls Hamocyanin- 
Polypeptide, die entweder die Sequenzen SEQ ID NO: 33 bis 39 oderdie Sequenzen SEQ 
ID NO:65, 66, 34-39 umfassen, wobei SEQ ID NO:35 durch SEQ ID NO:67 und/oder SEQ 
ID NO:36 durch SEQ ID NO:68 ersetzt sein kann. Besonders bevorzugt handelt es sich bei 
diesen Hamocyanin-Polypeptiden urn HSmocyanin 1 oder 2 aus Haliotis tuberculata . 

Insbesondere bevorzugt ist Hamocyanin 1 aus Haliotis tuberculata, das ein scheinbares 
Molekulargewicht von 370 kDa in SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen aufweist. 
Weiterhin ist insbesondere Hamocyanin 2 aus Haliotis tuberculata bevorzugt, das ein 
scheinbares Molekulargewicht von 370 kDa in SDS-PAGE PAGE unter reduzierenden Be- 
dingungen aufweist. Die Hamocyanine sind durch das in den Beispielen beschriebene se- 
lektive Dissoziationsverfahren aus Gesamt-Hamocyanin aus Haliotis tuberculata erhaltlich. 

Weiterhin bevorzugt sind Hamocyanin-Polypeptide, die jede der Sequenzen SEQ ID NO: 
40 bis 43 Oder die Sequenzen SEQ ID NO:40 bis 43 und SEQ ID NO:71 bis 73 umfassen, 
wobei jeweils die Sequenz mit SEQ ID NO:40 durch SEQ ID NO:66 und/oder SEQ ID 
NO:43 durch SEQ ID NO:70 ersetzt sein kann. Bevorzugt sind ebenfalls Hamocyanin- 
Polypeptide, die entweder jede der Sequenzen SEQ ID NO: 44 bis 48 oderdie Sequenzen 
SEQ ID NO:44 bis 46, 77, 78, 47, 48 umfassen, wobei .jeweils die Sequenz mit SEQ ID 
NO:44 durch SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:45 durch SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:46 durch 
SEQ ID NO:76 und/oder SEQ ID NO:47 durch SEQ ID NO:79 ersetzt sein kann. 

Besonders bevorzugt handelt es sich bei diesen Hamocyanin-Polypeptiden urn vollstandi- 
ges Hamocyanin 1 (KLH1) Oder 2 (KLH2) aus Meaathura crenulata . 

Weiterhin wird nicht-glykosyliertes und glykosyliertes Hamocyanin-Polypeptid, erhaltlich 
durch Expression in zur Glykosylierung fahigen bzw. unfahigen Wirtszellen, bereitgestellt. 
Je nach vorgesehener Verwendung des Hamocyanin-Polypeptids kann das Glykosylie- 
rungsmuster von Hefe, inbesondere methylotropher Hefe, von Pflanzenzellen oder von 
COS- oder HeLa-Zellen bevorzugt sein. 
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Die Erfindung betrifft weiterhin pharmazeutische Zusammensetzungen, die die erfindungs- 
gemafien Nukleinsauremolekule und physiologisch vertragliche Zusatzstoffe, die im Stand 
der Technik bekannt sind, enthalten. Vorzugsweise werden die phamnazeutischen Zu- 
sammensetzungen zur unspezifischen Immunstimulierung in Form einer Gentherapie ein- 
gesetzt, wobei nach Transformation mit einem geeigneten Vektor Hamocyanin-Polypeptide 
exprimiert werden und zur Antigenisierung des Gewebes dienen. 

Insbesondere sieht die votliegende Erfindung die Verwendung eines erfindungsgemaSen 
Nukleinsauremolekuls, das mit einer Antigen-kodierenden DNA-Sequenz verbunden ist, 
zur spezifischen Immunisierung gegen dieses Antigen vor. Die Immunisierung beruht hier- 
bei, ohne an diese Theorie gebunden zu sein, auf der unspezifischen Stimmulierung des 
Immunsystems durch Hamocyanin-Polypeptid-Epitope und die weitergehende spezifische 
Immunisierung durch Erkennung von Antigen-Epitopen durch das Immunsystem. 

Eine solche Immunisierung ist besonders wertvoll im Hinblick auf Pathogen-Antigene, ganz 
besonders aber im Hinblick auf Tumorantigene. Die Anwendbarkeit der erfindungsgema- 
ISen pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Tumorerkrankungen ergibt 
sich auch aus der Kreuzreaktivitat der gebildeten Hamocyanin-spezifischen Antikorper mit 
Kohlenhydratresten, die auf der Oberflache von Tumoren auftreten, wie z.B. dem 
Thomsen-Friedenreich-Antigen, das bei der Mehrzahl von humanen Tumoren wie Epithe- 
lialkarzinomen, Ovarialkarzinom, Kolonrektalkarzinom, Mammakarzinom, Bronchialkarzi- 
nom und Harnblasenkarzinom auftritt. 

Weiterhin konnen die erfindungsgemaSen pharmazeutischen Zusammensetzungen zum 
Behandeln von parasitaren Erkrankungen wie Schistosomiasis und fur die Kokain-Mifl- 
brauchsvorsorge eingesetzt werden. 

Als weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden pharmazeutische Zu- 
sammensetzungen zur Verfugung gestellt, die ein erfindungsgemafces Hamocyanin-Poly- 
peptid in Verbindung mit einem Oder mehreren physiologisch vertraglichen Zusatzmitteln 
enthalten. Wie oben bereits erwahnt, kann ein solches Hamocyanin-Poly-peptid aus einer 
vollstandigen Hamocyanin-Untereinheit, aus einer Oder mehreren Domanen sowie aus 
einem oder mehreren Fragmenten solcher Domanen bestehen, vorausgesetzt, dass diese 
Fragmente noch die immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines 
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Hamocyanins aufweist. Eine solche pharmazeutische Zusammensetzung eignet sich durch 
die entweder unspezifische Immunstimulation, die allein auf das Hamocyanin zuruckzufuh- 
ren ist, Oder durch die spezifische Immunreaktion auf mit dem Hamocyanin assoziierte An- 
tigene z.B. als Antiparasitenmittel, Antivirusmittel oder Antitumormittel. So kann sie z.B. 
zum Behandeln von Schistosomiasis, Epithelialkarzinomen, Ovarialkarzinom, Kolonrektal- 
karzinom, Mammakarzinom, Bronchialkarzinom und Harnblasenkarzinomen eingesetzt 
werden, eignet sich jedoch auch zum Behandeln von Bluthochdruck. Die Behandlung von 
Bluthochdruck wird erreicht, indem eine Immunisierung mit Hilfe von erfindungsgemaGen 
Hamocyanin-p-adrenergen-Rezeptorpeptid-Konstrukten und/oder Fusionsproteinen 
durchgefuhrt wird. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform werden die erfindungsgemaSen pharmazeutischen Zu- 
sammensetzungen als Impfstoffe verwendet. Sie kdnnen somit einen wertvollen Beitrag zur 
Prophylaxe von durch bekannte Pathogene verursachte Erkrankungen leisten. Dies gilt 
insbesondere fur pharmazeutische Zusammensetzungen, in denen ein Hamocyanin-Poly- 
peptid an ein Virus, Virusbestandteil, abgetotete Bakterien, Bakterienbestandteile, insbe- 
sondere Oberflachenproteine aus Virus- oder Bakterienhullen, DNA, DNA-Bestandteile, 
anorganische oder organische Molekule, z.B. Kohlenhydrate, Peptide und/oder Glykopro- 
teine gebunden ist. 

Gemaft einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird die erfindungsgemafce pharma- 
zeutische Zusammensetzung zur Kokain-Milibrauchsvorsorge verwendet. 

Zur Applikation sowohl der erfindungsgemafSen Nukleinsauremolekule als auch der HS- 
mocyanin-Polypeptide eignen sich insbesondere Liposomen. Dementsprechend umfasst 
die vorliegende Erfindung Liposomen, die ein erfindungsgemSBes Nukleinsauremolekul, 
ein erfindungsgemaftes Konstrukt oder ein erfindungsgemaftes Hamocyanin-Polypeptid 
umfassen. 

Dem Fachmann sind verschiedene Verfahren zum Herstellen von Liposomen, die fur 
pharmazeutische Zwecke verwendbar sind, bekannt. Die Selektivitat der die erfindungs- 
gemaRen Nukleinsauremolekule oder Hamocyanin-Polypeptide enthaltenden Liposomen 
kann durch den zusatzlichen Einbau von Zellerkennungsmolekulen in die Liposomen er- 
hoht werden, die selektiv an Zielzellen binden. Hierzu eignen sich insbesondere Rezeptor- 
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liganden, die an Rezeptoren derZielzellenbinden, Oder, besonders im Fall von Tumoren, 
Antikorper, die gegen Oberflachenantigene der jeweils anvisierten Zielzellen gerichtet sind. 

Die erfindungsgemafSen Hamocyanin-Poly peptide sind auderdem als Tragermolekul fur 
Arzneistoffe, wie z. B. Cytostatika, vorgesehen. Die Vergrofcerung des Molekulargewichtes 
veriangert die physiologische Halbwertszeit der Arzneistoffe erheblich, da der Verlust durch 
Ultrafiltration in der Niere deutlich verringert ist. 

Die Zubereitung der Impfstoffe erfolgt nach dem Fachmann bekannten Verfahren; in eini- 
gen Ausfuhrungsformen ist die zusatzliche Verwendung von Adjuvanzien wie z. B. Freund- 
sches Adjuvanz Oder Polysacchariden vorgesehen. 

Die Erfindung stellt ferner Antikorper bereit, die spezifisch mit dem erfindungsgemaSen 
Hamocyanin-Polypeptid reagieren und erhaltlich sind durch Immunisieren eines Versuchs- 
tieres mit einem Hamocyanin-Polypeptid. Polyklonale Antikorper konnen durch Immunisie- 
ren beispielsweise von Kaninchen und anschliefiendem Gewinnen von Antiseren erhalten 
werden. Monoklonale Antikorper konnen gemafc Standardverfahren durch Immunisieren 
von z.B. Mausen, Gewinnen und Immortalisieren der Milzzellen und Klonieren der Hybri- 
dome, die fur Hamocyanin spezifische Antikorper produzieren, erhalten werden. 

Weiterhin wird ein Screening-Verfahren zum Identifizieren von Tumor-spezifischer DNA in 
einer Zelle bereitgestellt, das die Schritte umfasst: 

a) das Inkontaktbringen zellulaxer DNA und/oder zellulaYen Proteins mit einer Sonde um- 
fassend das erfindungsgemalSe Nukleinsauremolekiil und/oder den erfindungsgemaiSen 
Antikorper und 

b) das Nachweisen der spezifischen Bindung. 

Vorzugsweise ist der nachzuweisende Tumor ein Harnblasenkarzinom, Epithelialkarzinom, 
Ovarialkarzinom, Mammakarzinom, Bronchialkarzinom oder Kolonrektalkarzinom. 

Es ist beabsichtigt, mit den nachfolgenden Figuren und Beispielen die Erfindung zu erlau- 
tem, diese jedoch in keiner Weise einzuschranken. Dem Fachmann sind aufgrund der Be- 
schreibung und der Beispiele weitere Ausfuhrungsformen zuganglich, die ebenfalls um- 
fasst sind. 
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Fig. 1 zeigt die Charakterisierung und Aufreinigung von Haliotis tuberculata HSmocyanin 
(HtH): 

(a) Elektronenmikroskopie von negativ gefSrbtem Gesamt-HtH, das durch Ul- 
trazentrifugation von Zell-freier HSmolymphe aufgereinigt wurde; 

(b) SDS-Polyacryamid-Gelelektrophorese (7,5 % Polyacrylamid) von HtH1 im 
Vergleich zu KLH (MW 370 kDa); 

(c) Native Polyacrylamid-Gelektrophorese (5 % Polyacrylamid) der HtH-Unter- 
einheiten-Praparation, wobei die Anode am unteren Rand liegt; 

(d) Gekreuzte Immunelektrophorese der beiden HtH-Untereinheiten unter Ver- 
wendung von anti-HtH-Antikdrpern aus Kaninchen; 

(e) Elektronenmikroskopie der verbleibenden HtH 1 -Didekamere (weifie Pfeile) 
nach der selektiven Dissoziation von HtH2 (schwarze Pfeile); 

(f) Elutionsprofil der Gelfiltrationschromatographie (Biogel A15m) in Gegenwart 
von Ammoniummolybdat/Polyethylenglykol-Ldsung (pH 5,9) nach der se- 
lektiven Dissoziation von HtH2 in seine Untereineinheit und nachfolgender 
Anreicherung von HtH1 durch Ultrazentrifugation; 

(g) Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (6,5 % Polyacrylamid) von durch 
Gelchromatographie aufgereinigten HtH1- und HtH2-Untereinheiten im 
Vergleich zum Ausgangsmaterial; 

(h,i) Gekreuzte Immunelektrophorese von chromatographisch aufgereinigten 

HtH-Untereinheiten; und 
(j,m) Gekreuzte Immunelektrophorese der aufgereinigten HtH-Untereinheiten 

unter Verwendung von anti-KLH-Antikdrpem aus Kaninchen, die fur KLH1 

bzw. KLH2 spezifisch sind. 

Fig. 2 zeigt die Untersuchung der Untereinheiten-Organisation von HtH1, wobei fur die Im- 
munelektrophorese anti-HtH1-Antikdrper aus Kaninchen verwendet wurden und die Anode 
sich auf der linken Seite befand: 

(a) Gekreuzte Immunelelektrophorese nach limitierter Proteolyse von HtH1 mit 
Hilfe von Elastase; 

(b) SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (7,5 % Polyacrylamid) von Elastase- 
gespaltener HtH1-Untereinheit; 
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(c,d,g-j,l,n,p) Gekreuzte Immunelektrophorese der Elastase-Spaltprodukte der HtH1-Un- 
tereinheit; 

(e) Gekreuzte Immunelelektrophorese nach limitierter Proteolyse von HtH1 mit 
Hilfe von V8 Protease; 

(f) SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (7,5 % Polyacrylamid) von V8 Pro- 
tease-gespaltener HtH1-Untereinheit und 

(k,m,o) Gekreuzte Immunelelektrophorese nach limitierter Proteolyse von HtH1 mit 

Hilfe der drei angegebenen Proteasen. 

Fig. 3 zeigt die Auftrennung von proteolytischen Spaltprodukten der Untereinheit HtH1 mit 
Hilfe von HPLC. 

Fig. 4 zeigt die genomische Sequenz des HtH1-Gens. 

Fig. 5 zeigt die abgeleitete Primarstruktur des HtH1 -Proteins. 

Fig. 6 zeigt die genomische Sequenz des HtH2-Gens. 

Fig. 7 zeigt die abgeleitete Primarstruktur des HtH2-Proteins. 

Fig. 8 zeigt die genomische Sequenz des KLH1-Gens. 

Fig. 9 zeigt die abgeleitete Primarstruktur des KLH1 -Proteins. 

Fig. 10 zeigt die genomische Sequenz des KLH2-Gens. 

Fig. 1 1 zeigt die abgeleitete Primarstruktur des KLH2-Proteins. 

BEISPIELE 

Material und Methoden 

1. Gewinnen der Hamolvmphe und Isolieren von Hamocvanin 

Individuen des europaischen Seeohrs Haliotis tuberculata aus dem Bereich derfranzbsi- 
schen Atlantikkuste wurden von S.M.E.L (Blainville sur Mer, Frankreich) und der Firma Bio- 
syn (Fellbach, Deutschland) bereitgestellt. Die Tiere wurden in einem 300 I Seewasser- 
Aquarium bei 17 ° C gehalten und mit Braunalgen gefuttert. Zur Entnahme der Hamolym- 
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phe wurden die Seeohren in einem verschtossenen Plastiksack auf Eis gestellt. Nach einer 
Stunde waren grofle Volumina an Hamolymphe durch ihre Haut sezemiert worden. Es 
stellte sich heraus, dass das durch dieses Verfahren erhaltene Hamocyanin identisch ist 
mit dem Hamocyanin, das durch Einschneiden einer Mulde in den Fuli heruntergekuhlter 
Meeresschnecken unter Verwendung einer Skalpellklinge gesammelt werden konnte. Die 
Blutzellen wurden von der Hamolymphe durch Zentrifugation bei 800 g uber 30 min bei 4 ° 
C abgetrennt. Das gesamte Hamocyanin wurde sofort danach durch praparative Ultrazen- 
trifugation bei 30000 g uber 4 Stunden bei 4 ° C sedimentiert. Der Uberstand wurde ver- 
worfen und das blaue HSmocyanin-Pellet wurde uber Nacht in "Stabilisierungs-Puffer" 
(0,05 M Tris, 5 mM CaCI 2 , 5 mM MgCI 2 , 0,15 M NaCI, 1 mM PMSF. pH 7,4) suspendiert 
und bei 4 0 C gelagert. 

Intaktes HtH1 wurde unter Verwendung des von Harris et al., 1995, supra, beschriebenen 
Verfahrens aus dem gesamten HtH durch selektive Dissoziation von HtH2 in Ammonium- 
molybdat/Polyethylenglykol (1%/0,2%)-L6sung, pH 5,9 und nachfolgender Ultrazentrifuga- 
tion erhalten. Das entstandene, teilweise aufgereinigte HtH1 -Pellet wurde aufgelost und 
durch Gelfiltration auf einer Biogel A15m-Vorrichtung zur Homogenitat aufgereinigt. Der 
letzte Schritt ergab geringe Mengen von aufgereinigtem HtH2. Natives HtH1 und HtH2 
wurde durch Dialyse gegen "Dissoziationspuffer" (0,13 M Glycin/NaOH, pH 9,6) bei 4 ° C 
uber Nacht quantitativ in die Untereinheiten dissoziiert; die Gegenwart von EDTA war nicht 
erforderlich. 1 mM PMSF wurde bei jeder Stufe der Aufreinigung hinzugefugt, urn die Pro- 
teolyse zu hemmen. 

2. Elektronenmikroskooie 

Konventionelles "negative staining" wurde mit dem Einzel-Tropfen-Verfahren (Harris und 
Home in Harris, J.R. (Herausgeber) Electron microscopy in biology, (1991), IRL Press 
Oxford, S. 203-228) durchgefuhrt. Kohlenstofftrager-Filme wurde anfanglich uber 20 Se- 
kunden gluhentladen, urn sie hydrophil und fur das Protein adsorptiv zu machen. Man laftt 
die Proteinproben an den Kohlenstoffilmen uber 60 Sekunden adsorbieren. Sodann 
werden die Puffersalze durch sequentielles Waschen mit vier aufeinanderfolgenden 20 \i\ 
Wassertropfen entfernt. Die Gitter werden schliefclich mit einem 20 pi Tropfen 5 % waliri- 
gen Ammoniummolybdats, enthaltend 1 % Trehalose (pH 7,0) negativ gefSrbt und bei 
Raumtemperatur trocknen gelassen. Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung wird 
ein Zeiss EM 900 Transmissionselektronenmikroskop verwendet. 
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3. Polvacrvlamid-Gel-Elektrophorese und Immunelektrophorese 

SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) wurde gema& des Verfahrens von 
Laemmli (Nature 227 (1970), 670-685) durchgefuhrt. Zur nativen PAGE wurde ein alkali- 
sches System gemaft Markl et al. (1979) J. Comp. Physiol. 133 B, 167-175 mit einem 0,33 
M Tris/Borat, pH 9,6 als Gelpuffer und 0,065 M Tris/Borat, pH 9,6 als Elektrodenpuffer ver- 
wendet. Gekreuzte und "crossed-line" Immunelektrophorese (IE) wurden gemali Weeke 
(Scand. J. Immunol. 2 (1973), Suppl. 1, 47-56) bzw. Kroll (Scand. J. Immunol. 2, Suppl. 1 
(1973), 79-81) durchgefuhrt. Kaninchenantikdrper wurden von Charles River Deutschland 
(Kisslegg, Deutschland) gegen dissoziiertes Gesamt-HtH und aufgereinigtes HtH1 erzeugt. 
Das Immunisierungsverfahren wurde durchgefuhrt gemaii Markl und Winter (J. Comp. 
Physiol. 159B (1989), 139-151). 

4. Limitierte Proteolvse und Isolierung der Fragmente 

Die limitierte Proteolyse wurde bei 37 ° C in 0,13 M Glycin/NaOH, pH 9,6 durch Hinzufugen 
eines der nachstehenden Enzyme (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), die in 0,1 M 
NH4HCO3, pH 8,0 gelost waren, durchgefuhrt: Staphylococcus aureus V8-Protease Typ 
XVII (8400), Papain Typ II aus Papaya-Milch (P-3125), Rinder-Pankreas-Elastase Typ IV 
(E-0258), Chymotrypsin und Trypsin. Die Hamocyanin-Konzentration lag zwischen 1 und 
10 mg/ml. Die Endkonzentration des Enzyms betrug 2 % (Gewicht/Gewicht). Die Proteo- 
lyse wurde nach 5 Stunden durch Einfrieren auf -20 0 C beendet. Das HPLC-Verfahren 
wurde auf einer Vorrichtung von Applied Biosystems (BAI, Bensheim, Deutschland) durch- 
gefuhrt, die mit einem ModelMOOOS-Dioden-Array-Detektor ausgestattet war. Die proteoly- 
tischen Fragmente wurden auf kleine Mono-Q-Anionaustauscher-Saule aufgetragen 
(Pharmacia, Freiburg, Deutschland), die mit 0,02 M Tris/HCI, pH 8,0 aquilibriert worden war 
und mit einem linearen Natriumchlorid-Gradienten (0,0 M - 0,5 M CaCI) im gleichen Puffer 
bei einer FluSrate von 1 ml/min eluiert wurden. Altemativ wurden die proteolytischen Frag- 
mente durch Ausschneiden der Banden aus nativen PAGE-Gelen (Markl.et al., 1979) J. 
Comp. Physiol. 133 B, 167-175 isoliert, nachdem sie zuvor mit dem Roti-White-System 
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) gemaii Fernandez-Patron et al. (1995) Anal. Biochem. 224, 
203-21 1 invers-gefarbt worden waren. Zur nachfolgenden Spaltung mit einem zweiten En- 
zym wurden die isolierten Fragmente zuerst Ubernacht gegen 0,13 M Glycin/NaOH, pH 9,6 
dialysiert, urn NaCI zu entfemen. 
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5. Aminosaurensequenzanalvse 

Die durch das HPLC-Verfahren erhaltenen Proteine wurden in SDS-enthaltendem Proben- 
puffer denaturiert und durch SDS-PAGE (Laemmli, 1970, supra; 7,5 % Polyacrylamid) auf- 
getrennt. Urn die Blockierung des NH 2 -Terminus zu verhindern wurde 0,6 % (Gewicht/ Ge- 
wicht) Thioglykolsaure zum Kathodenpuffer (Walsh et al., Biochemistry 27 (1988), 6867- 
6876) hinzugefugt. Die Proteinbanden wurden durch Elektro-Transfer auf ProBlot-Mem- 
branen (Applied Biosystems, Deutschland) in einer vertikalen Blotting-Kammer ubertragen 
(25 mM Borat-Puffer, pH 8.8, enthaltend 2 mM EDTA; 10 min/100 mA, 15 min/200 mA, 12 
h/300 mA). Der Nachweis der einzelnen Polypeptide auf den Membranen wurde mit der 
Ponceau-S-FSrbung durchgefuhrt. Die interessierenden Polypeptid-Banden wurden aus- 
geschnitten und in einer 477A-Protein-Sequenzier-Vorrichtung von Applied Biosystems 
sequenziert. Die Mengen der auf die Sequenziervorrichtung aufgetragenen Polypeptide lag 
im unteren pmol-Bereich. 

6. cDNA-Klonieruna und Seguenzanalvse 

Eine Lambda-cDNA-Expressionsbibliothek wurde aus Poly(A*)-RNA aus Haliotis Mantel- 
gewebe unter Verwendung des Vektors Lambda ZAP Express ® gemSR den Hersteller- 
anweisungen (Stratagene, Heidelberg, Deutschland) hergestellt. Die Klone wurden unter 
Verwendung von HtH-spezifischen Kaninchenantikorpern isoliert. Die Nukleotidsequenzie- 
rung wurde auf beiden Strangen unter Verwendung des Taq Dye deoxy Terminator®- 
Systems durchgefuhrt. Die Anordung der Sequenzen wurde mit der Software CLUSTAL W 
(1.7)® und TREEVIEW ©(Thompson et al., Nucl. Acids Res. 22 (1994), 4673-4680) durch- 
gefuhrt. 

Beispiel 1: 

Isolierung von HtH und Auftrennung zweier unterschiedlicher Typen (HtH1 und HtH2) 

Die Hamolymphe wurde aus adulten Seeohren gewonnen. Die Blutzellen wurden durch 
Zentrifugation entfemt und das Hamocyanin wurde sodann durch Ultrazentrifugation sedi- 
mentiert. Das blaue HSmocyanin-Pellet wurde in "Stabilisierungspuffer" (pH 7,4) wieder 
aufgeldst und in der Elektronenmikroskopie untersucht (Figur 1a). Es bestand hauptsach- 
lich aus typischen Di-Dekameren, begleitet von einem kleinen Anteil an Dekameren und 
Tridekameren. Die Denaturierung in 2 % SDS in Gegenwart reduzierender Substanzen 
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und anschlieftender SDS-PAGE-Trennung ergab eine einzige Bande, die dem Polypeptid 
mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 370 kDa entsprach, welches nur geringfugig 
unterhalb des scheinbaren Untereinheiten-Gewichts von KLH (Figur 1 b) liegt. Die vollstan- 
dige Dissoziation der Oligomere wie der Di-Dekamere in die nativen Polypeptide (Unter- 
einheiten) wurde erreicht durch Ubernacht-Dialyse von HtH gegen "Dissoziationspuffer" 
(pH 9,6). Natives PAGE-Verfahren, das auf diese Proben angewendet wurde, ergab eine 
Haupt- und eine Neben-Komponente (Figur 1c). Die gekreuzte Immunelektrophorese (ge- 
kreuzte IE) unter Verwendung von gegen aufgereinigtes Gesamt-HtH-erzeugten polyklo- 
nalen Kaninchen-Antikorpern zeigte zwei Komponenten, die immunologisch unterschied- 
lich sind, jedoch die klassische Reaktion einer teilweise immunologischen Identitat aufwei- 
sen (Figur 1d). Ihre preparative Isolierung (Figur 1 e-i) zeigte, dass sie die Untereinheiten 
von zwei unterschiedlichen HtH-Typen darstellen, bezeichnet als HtH1 und HtH2, und die 
Muster der nativen PAGE- und gekreuzten lE-Verfahren konnten jeder einzelnen zugeord- 
net werden (Figur 1c, d). 

Die Auftrennung von HtH1 und HtH2 wurde gemaB des Verfahrens zur selektiven Disso- 
ziation gemaft Harris et al., 1995, supra, durchgefuhrt. In Ammoniummolybdat/Polyethylen- 
glykol war HtH1 im Oligomeren-Zustand (Di-Dekamere) vollstandig stabil, wohingegen 
HtH2 vollstandig in die Untereinheiten dissoziierte (Figur 1e). Dies ermoglichte die quanti- 
tative Sedimentation von HtH1 in der Ultrazentrifuge, wohin gegen der grollte Teil des 
HtH2 im Uberstand verblieb. Aus dem wieder aufgelosten Pellet wurden grolSe Mengen an 
HtH1 durch Gelfiltrationschromatographie zur Homogenitat aufgereinigt, welche auch ge- 
ringe Mengen an reinem HtH2 ergab (Figur 1f). Die Fraktionen wurden durch native PAGE 
(Figur 1g) und gekreuzte IE (Figur 1h, i) untersucht. Das Verfahren der selektiven Disso- 
ziation von HtH2 entfernte samtliche Tri-Dekamere aus den Proben, welches nahelegt, 
dass die letzteren aus HtH2, jedoch nicht aus HtH1 aufgebaut sind (Figur 1e). Das selek- 
tive Dissoziationsverhalten von HtH2 und auch die Fahigkeit, Aggregate zu bilden, die 
grdfter als in vivo -Di-Dekamere sind, entspricht den Eigenschaften von KLH2. Umgekehrt 
ahnelt die Stability von HtH1 unter diesen Bedingungen und seine Unfahigkeit, sich zu 
grafteren Aggregaten als Di-Dekameren zu assemblieren, dem Verhalten von KLH1. Diese 
Verwandtschaft wird weiter belegt durch die Reaktion von Anti-KLH1 bzw. Anti-KLH2 Anti- 
korpern gegen die beiden HtH-Typen (Figur 1j-m). 
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Beispiel 2: 

Analyse der Organisation der HtH1-Untereinheit 

Die acht funktionellen Einheiten (FU's, haufig als "funktionelle Domanen" bezeichnet), die 
eine Mollusken-Hamocyanin-Untereinheit bilden, unterscheiden sich in der PrimaTstruktur 
und weisen keine immunologische Kreuz-Reaktivitat auf, wie sich aus gekreuzter IE ergibt. 
Im Fall der aufgereinigten HtH1 Untereinheit (Figur 1g, h) wurden geringe Konzentrationen 
funf unterschiedlicher Proteasen (Elastase, N/8-Protease, Papain, Trypsin und Chymotryp- 
sin) verwendet, welche die Peptid-Bindungen zwischen benachbarten FU's von KLH1 und 
KLH2 gespalten hatten (Gebauer et al., 1994, supra, SGhngen etal., 1997, supra). Die 
Spaltprodukte wurden durch gekreuzte IE und SDS-PAGE (Fig. 2) untersucht. Elastase- 
Behandlung erzeugt acht einzelne FU's, abgeleitet aus der Anzah! an unterschiedlichen 
Immunprazipitations-Gipfeln in der gekreuzten IE (Fig. 2a) und mit dem scheinbaren Mole- 
kulargewicht von ca. 50 kDa des Hauptteils der Spaltprodukte in SDS-PAGE (Fig. 2b). Ein 
weiterer Prazipitationsgipfel wurde als FU-Dimer erkannt, welches durch unvollstandige 
Spaltung des Segments ab (Fig. 2a) entstand. Durch HPLC-Verfahren mit einer Mono-Q- 
Saule (Fig. 3a) wurden zwei der Elastase-Spaltprodukte in einer ausreichenden Reinheit 
erhalten, urn durch "crossed-line-IE" ihre Ware Zuordnung zu zwei der acht Prazipitations- 
gipfel (Fig. 2c,d) zu ermoglichen. Die anderen vier Proteasen wiesen unterschiedliche 
Spaltmuster auf, die aus Gemischen einzelner FU's und grOSerer Fragmente, enthaltend 
zwei, drei Oder mehrere FU's bestanden (z.B. Fig. 2 e.f). Viele von ihnen waren durch das 
HPLC-Verfahren in ausreichender Menge angereichert (Fig. 3b-e), urn ihre Identifikation in 
ihren entsprechenden SDS-PAGE- und gekreuzten lE-Mustern zu ermoglichen. Eine An- 
zahl dieser Komponenten wurde N-terminal durch Blot-Transfer von SDS-Gelen auf Pro- 
Blot®-Membrane (Tabelle I) sequenziert. Die Resultate wurden mit N-terminalen Sequen- 
zen verglichen, die aus dem scheinbar orthologen Protein in Megathura crenulata, KLH1 
(Tabelle I), erhalten worden waren, von dem die vollstandige FU-Anordnung verfugbar ist 
(Sohngen et al., 1997, supra; vgl. Fig. 5b). Das Ergebnis des gesamten Ansatzes fiihrte 
zur Bestimmung der vollstandigen FU-Anordnung innerhalb der HtH1 -Untereinheit (Fig. 
2a). 

Insbesondere ergab die Spaltung der HtH1 -Untereinheit (1-abcdefgh) mit V8-Protease vier 
Prazipitationsgipfel in der gekreuzten IE (Fig. 2e). Das SDS-PAGE-Verfahren zeigte funf 
unterschiedliche Fragmente (Fig. 2f): 220 kDa (5 FU's), 185 kDa(4 FU's), 100 kDa (2 FU's), 
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55 kDa(1 FU) und 46 kDa(1 FU). Das 100 kDa-Fragment wurde durch das HPLC-Verfah- 
ren (Fig. 3b) isoliert und durch N-terminale Sequenzierung als 1-ab identifiziert, da die Se- 
quenz identisch zu derjenigen der intakten Untereinheit war (Tabelle I). In dem "crossed- 
line" lE-Verfahren verschmolz 1-ab mit drei Prazipitationsgipfeln des Elastase-Spalt- 
musters. Aufgrund der Auswertung ergab sich, dass sie die Fragmente 1-ab, 1-a bzw. 1-b 
darstellen (Fig. 2g). Jedoch verblieb es unklar, welcher Gipfel 1-a und welcher 1-b darstellt. 
In einem zweiten Schritt wurde das HPLC-aufgereinigte 1-ab durch Elastase in seine Kom- 
ponenten-FU's gespalten, aus denen eine durch das native PAGE-Gel-Streifenverfahren 
eluiert werden konnte und dem Elastase-Muster durch das "crossed-line" lE-Verfahren 
(Fig. 2h) zugeordnet und N-terminal sequenziert wurde. Diese Komponente wies die glei- 
che N-terminale Sequenz wie die gesamte Untereinheit auf und war deshalb identisch zu 
1-a. Somit ist die zweite FU des 100 kDa-Fragments 1-b (Fig. 2a; Tabelle I). Ebenso wur- 
den HPLC-aufgereinigtes 1-c und 1-h erhalten (Fig. 3b), durch N-terminale-Sequenzahn- 
lichkeiten zu den entsprechenden FU's in KLH1 (Tabelle I) identifiziert und durch das 
"crossed-line" lE-Verfahren ihren entsprechenden Prazipitationsgipfeln in dem Elastase- 
Muster zugeordnet (Fig. 2i,j). Weiterhin wurden 1-a, 1-b, 1-c und 1-h identifiziert (Fig. 2a). 
Unter Verwendung von Papain zur Untereinheiten-Spaltung wurden funf unterschiedliche 
Gipfel in dem gekreuzten lE-Verfahren (Fig. k) erhalten. Aus einer solchen Probe wurde ein 
100 kDa-Fragment (2 FU's) durch das HPLC-Verfahren (Fig. 3c) aufgereinigt, welches ge- 
mas des "crossed-line" lE-Verfahrens das bereits identifizierte FU 1-h und eine der vier 
noch nicht identifizierten FU's enthielt und deshalb 1-gh darstellen mull (Figs. 2k, 3c). Tat- 
sachlich wies dieses Fragment eine N-terminale Sequenz auf, die Ahnlichkeiten zu KLH1-g 
(Tabelle I) zeigte. Zur weiteren BestStigung wurde das HPLC-aufgereinigte Fragment 1-gh 
mit Elastase in seine Bestandteil-FU's gespalten, aus denen 1-g aufgereinigt und durch N- 
terminale Sequenzierung identifiziert wurde. Es wurde durch "crossed-line" lE-Verfahren 
seinem Gipfel in dem Elastase-Spaltmuster zugeordnet (Fig. 21). 

Das 220 kDa-Fragment aus der V8-Protease-Spaltung (Fig. 2e, f) wurde HPLC-aufgerei- 
nigt (Fig. 3b) und fusionierte im "crossed-line" lE-Verfahren mit 1-h, 1-g und drei noch nicht 
identifizierten Gipfeln des Elastase-Spaltmusters. Weiterhin wurde das 185 kDa-Fragment 
in ausreichender Reinheit erhalten (Fig. 2e, f; 3b), und es wurde gezeigt, dass sie die glei- 
chen Komponenten mit Ausnahme von 1-h enthielten. Dies legte nahe, dass das 22 kDa 
und das 185 kDa-Fragment 1-defgh bzw. 1-defg sind. Tatsachlich war die N-terminale Se- 
quenz praktisch identisch und zeigte weiterhin Ahnlichkeit zu KLH1-d (Tabelle I). Die Spal- 
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tung der HtH1-Untereinheit mit Trypsin ergab eine Vielzahl an Komponenten in dem Mole- 
kulargewichtsbereich von ein bzw. zwei FU's (Fig. 2m). Mehrere der Komponenten wurden 
in HPLC-Fraktionen angereichert (Fig. 3d). Ein 100 kDa-Fragment erwies sich als beson- 
ders nutzlich, da es die gleich N-terminale Sequenz wie das Fragment 1-defg aus der V8- 
Protease-Spaltung aufwies (Tabelle I); deshalb soilte das 100 kDa-Fragment 1-de darstel- 
len. In dem "crossed-lined" lE-Verfahren fusionierte diese Komponente mit zwei der drei 
noch nicht identifizierten FU-Gipfeln des Elastase-Spaltmusters (Fig. 2n), welches deshalb 
1-d und 1-e darstellen sollte, und somit eine einzige Moglichkeit fur 1-f ubrig liefi. Das 
"crossed-line" IE-Verfahren zeigte auch, dass in der 1-de Fraktion weiterhin FU 1-f vorhan- 
den war (Fig. 2n). Die Identifikation von 1-f bestatigte durch Spaltung der Untereinheit mit 
Chymotrypsin (Fig. 2o) und nachfolgendem HPLC-Verfahren (Fig. 3e). Diese Spaltung er- 
gab unter anderem ein 95 kDa-Fragment (2 FU's) welches im "crossed-line"-IE-Verfahren 
mit 1-g und einem zweiten Gipfel (Fig. 2p) fusionierte und deshalb entweder 1-gh (welches 
ausgeschlossen werden konnte, da 1-h bereits identifiziert war), oder 1-fg (welches sinnvoll 
erscheint aufgrund des weiteren betreffenden Peaks, der zu dem verbleibenden Kandida- 
ten identisch war) sein konnte. Tatsachlich zeigte dieses Fragment eine neue N-terminale 
Sequenz, welche in gewisser Weise zu KLH1-f ahnlich ist (T abelle I). Das letzte Problem 
bestand nun darin, die zwei verbleibenden FU-Gipfel 1-d bzw. 1-e zuzuordnen. Dies wurde 
unter Verwendung von HPLC-isolierten FU's aus Proben gelGst, in denen die Untereinheit 
mit Elastase gespalten worden war. (Fig. 2c, d; 3a). Die saurere Komponente in dem ge- 
kreuzten lE-Verfahren war 1-d abgeleitet aus seiner N-terminalen Sequenz, welche iden- 
tisch ist mit der von 1-defgh (Fig. 2c; Tabelle I), wohingegen die basischere Komponente 
des 1-d/1-g-Paares eine neue N-terminale Sequenz (Tabelle I) aufwies und deshalb 1-e 
(Fig. 2a) sein muRte. Somit war die Struktur der funktionellen Einheiten der Untereinheit 
HtH1 aufgeklart. 

Beispiel 3: 

Vergleich der Molekulargewichte und N-terminalen Sequenzen der biochemisch isolierten 
funktionellen Einheiten (FU's) aus HtH1 und KLH1. Die unterschiedlichen FU's, jede mit 
einer intakten binukleaTen Kupfer-Bindungsstelle, wurden durch limitierte Proteolyse als 
globulare Segmente aus ihrer grofieren Einheit freigesetzt; vgl. Abschnitt "Isolierung und 
Analyse der Einheiten aus HtH1". Die KLH1-Daten wurden aus SOhngen et al., supra, ent- 
nommen. Die Zuordnung als tatsachliche Einheit erfolgte aufgrund des Molekulargewichtes 
und des immunologischen Verhaltens (vgl. Fig. 2). Das ungewOhnlich niedrige Molekular- 
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gewicht von isoliertem HtH1-d konnte bedeuten, class ein groftes Peptid C-terminal abge- 
spalten wurde. 

TABELLE I 



Funktionelle Einheit 


Masse (kDa) N-terminale Sequenz 


HtH1-a 


53 


DNWRKDVS HLTDDEVQ 


KLH1-a 


50 


ENLVRKDVERL 


HtH1-b 


48 


? 


KLH1-b 


45 


? 


HtH1-c 


46 


FEDEKHSLRIRKNVDSLTPEENTNERLR 


KLH1-C 


45 


KVPRSRLIRKNVDRLTPSE 


HtH1-d 


40 


VEEVTGASHIRKNLNDLNTGEM 


KLH1-d 


50 


EVTSANRIRKNIENLS 


HtH1-e 


49 


I LDHDHEEE I LVRKN 1 1 DL S P 


KLH1-e 


50 


? 


HtH1-f 


50 


KLNSRKHT PNRVRHELS S LS SRD I ASLKA 


KLH1-f 


45 


HHLSXNKVRHDLSTL 


HtH1-g 


45 


DHQSGS I AGSGVRKDVNTLTKAETDNLRE 


KLH1-g 


45 


S SMAGHFVRKD I NTLTP 


HtH1-h 


55 


DEHHDDRLADVLIRKEVDFLSLQEANAIKD 


KLH1-h 


60 


HEDHHED I LVRKNI HSL 



Beispiel 4: 

Klonierung von HSmocyanin-cDNA 

1 . Zur Klonierung der cDNA von Hamocyanin wurde mRNA aus dem Mantelgewebe des 
jeweiligen Mollusken isoliert. Der erste cDNA-Strang wurde durch reverse Transkription 
mit Oligo(dT) als Primer erhalten. Der zweite Strang wurde durch konventionelle Syn- 
these mit random Primem erhalten. Die so erhaltene cDNA wurde in einen Lambda- 
Expressionsvektor kloniert unter Bildung einer cDNA-Expressionsbibliothek. Unter Ver- 
wendung eines anti-Hamocyanin-Antikorpers wurde die Bibliothek unter geeeigneten 
Bedingungen abgesucht, wobei positive Klone erhalten wurden. Diese positiven Klone 
wurden isoliert, sequenziert und charakterisiert. 
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2. Aus dem N-terminalen Bereich eines erhaltenen positiven Klons wurde eine cDNA- 
Sonde hergestellt, mit der die cDNA-Bibliothek abgesucht wurde. Die erhaltenen positi- 
ven Klone werden wiederum isoliert, sequenziert und charakterisiert. 

3. Um noch weiter 5' gelegene Sequenzen zu erhalten, wurde eine weitere Expressionsbi- 
bliothek aus cDNA hergestellt, die mit Hilfe einer Kombination von HSmocyanin-spezifi- 
schen und „random"-Primern erhalten wurde. Diese cDNA-Bibliothek wurde mit cDNA- 
Sonden, die den „N-terminalen" Bereichen der unter (2.) erhaltenen positiven Klone ent- 
sprechen, abgesucht. Die erhaltenen positiven Klone wurden isoliert, sequenziert und 
charakterisiert. 

Beispiel 5: 

Klonierung von HSmocyanin-Genen 

Genomische DNA wurde gemaii Standardverfahren isoliert. Die PCR-Reaktion wurde mit 
Hilfe von Hamocyanin-spezifischen Primern durchgefuhrt, um die Genabschnitte der inte- 
ressierenden Hamocyanine zu amplifizieren. Die erhaltenen Amplifikationsprodukte wurden 
in einen geeigneten Vektor (beispielsweise pGem T oder pGem T easy (Promega, Mann- 
heim) kloniert, sequenziert und charakterisiert 

Beispiel 6: 

Rekombinante Expression von Hamocyanin 

Mit einem cDNA-Klon, der die kodierende Sequenz fur HtH-1d enthait, wurde eine PCR- 
Reaktion durchgefuhrt, um spezifisch die kodierende Sequenz der Domane 1d zu amplifi- 
zieren. Als Primer wurden synthetisch hergestellte Oligonukleotide verwendet. 
Primer 1 (stromaufwarts) umfasst sechs Nukleotide des Endes der Domane HtH-1 c, eine 
Sacl-Schnittstelle und 12 Nukleotide des Endes der Domane HtH-1 d. 
Primer 2 (stromabwarts) umfasst sechs Nukleotide des Anfangs der Domane HtH1-e, eine 
Sa/I-Schnittstelle und eine HtH1-d spezifische Sequenz. 

PCR-Bedingungen: 2 min 95°C 

30 sec 95 °C 

30 sec 55°C 

1 min 72°C 

35 Zyklen 

10 min 72 8 C 
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Das Amplifikat wurde in dem pGEM T easy PCR Kionierungsvektor (Promega) in XL-1 Blue 
(Stratagene) kloniert. Nach Isolation des rekombinanten Plasmids und Restriktion mit Sad 
und Sa/I konnte die cDNA der Domane 1d isoliert werden. Der Expressionsvektor pQE30 
(Qiagen) wurde ebenfalls mit den entsprechenden Enzymen restringiert. 

Anschlie&end wurde die Ligation zwischen der HtH-1d-cDNA (restringiert mit Sad und 
Sa/I) und pQE (restringiert mit Sad und Sa/I) durchgefuhrt. Somit ist eine gerichtete Klonie- 
rung der cDNA, kodierend fur HtH-1d, in einen Expressionsvektor moglich. Die Expression 
von HtH1-d in pQE in XL-1 Blue erfolgt gemafc Herstelleranleitung. Die Expression weiterer 
HtH1-, HtH2- Oder KLH1- oder KLH2-Domanen kann analog erfolgen. 
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1 . Nukleinsaure-Molekul, umfassend eine fur ein Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane 
Oder ein funktionelles Fragment davon mit den immunologischen Eigenschaften wenig- 
stens einer Domane eines Hamocyanins kodierende Nukleinsauresequenz und minde- 
stens eine Intronsequenz, wobei die Nukleinsauresequenz ausgewahlt ist aus: 

(a) Nukleinsauresequenzen, die aus der Gruppe der nachfolgend angegebenen DNA- 
Sequenzen bzw. der ihnen entsprechenden RNA-Sequenzen ausgewahlt sind Oder 
diese enthalten: 



SEQ ID NO:1 (HtH1 Domane a + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:2 (HtH1 Domane b), 

SEQ ID NO:3 (HtH1 Domane c), 

SEQ ID NO:4 (HtH1 Domane d), 

SEQ ID NO:5 (HtH1 Domane e), 

SEQ ID NO:6 (HtH1 Domane f), 

SEQ ID NO:7 (HtH1 Domane g), 

SEQ ID NO: 8 (HtH1 Domane h), 

SEQ ID NO:9 (partielle HtH2 Domane b), 

SEQ ID NO: 10 (HtH2 Domane c), 

SEQ ID NO: 11 (HtH2 Domane d), 

SEQ ID NO: 12 {HtH2 Domane e), 

SEQ ID NO: 13 (HtH2 Domane f), 

SEQ ID NO: 14 (HtH2 Domane g), 

SEQ ID NO: 15 (HtH2 Domane h), 

SEQ ID NO: 16 (partielle KLH1 Domane b), 

SEQ ID NO: 17 (KLH1 Domane c), 

SEQ ID NO:18 (KLH1 Domane d), 

SEQ ID NO: 19 (partielle KLH1 Domane e), 

SEQ ID NO:20 (KLH2 Domane b), 

SEQ ID NO:21 (KLH2 Domane c), 

SEQ ID NO:22 (partielle KLH2 Domane d), 

SEQ ID NO:23 (KLH2 Domane g), 
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SEQ ID NO:24 (partielle KLH2 Domane h), 

SEQ ID NO:49 (HtH1 Domane a' + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:50 (partielle HtH2 Domane a), 

SEQ ID NO:51 (HtH2 Domane b'), 

SEQ ID NO:52 (HtH2 Domane d'), 

SEQ ID NO:53 (HtH2 Domane e'), 

SEQ ID NO:54 (KLH1 Domane e*). 

SEQ ID NO:55 (KLH1 Domane f), 

SEQ ID NO:56 (KLH1 Domane g), 

SEQ ID NO:57 (KLH2 Domane b'), 

SEQ ID NO: 58 (KLH2 Domane c 1 ). 

SEQ ID NO:59 (KLH2 Domane d'), 

SEQ ID NO:60 (KLH2 Domane e), 

SEQ ID NO:61 (KLH2 Domane f), 

SEQ ID NO:62 (KLH2 Domane g'), 

SEQ ID NO:80 (HtH1 Domane a" + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:81 (HtH1 Domane b"), 

SEQ ID NO:82 (HtH1 Domane c"), 

SEQ ID NO:83 (HtH1 Domane d"), 

SEQ ID NO:84 (HtH1 Domane e"), 

SEQ ID NO:85 (HtH1 Domane f '), 

SEQ ID NO:86 (HtH1 Domane g"), 

SEQ ID NO:87 (HtH1 Domane h"), 

SEQ ID NO:88 (partielle HtH2 Domane a"). 

SEQ ID NO:89 (HtH2 Domane b") 

SEQ ID NO:90 (HtH2 Domane c"), 

SEQ ID NO:91 (HtH2 Domane d"), 

SEQ ID NO:92 (HtH2 Domane e"), 

SEQ ID NO:93 (HtH2 Domane f '), 

SEQ ID NO:94 (HtH2 Domane g"), 

SEQ ID NO:95 (HtH2 Domane h"), 

SEQ ID NO:96 (partielle KLH1 Domane b"), 

SEQ ID NO:97 (KLH1 Domane c"), 

SEQ ID NO:98 (KLH1 Domane d"), 
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SEQ ID NO:99 (KLH1 Domane e"), 

SEQ ID NO:100 (KLH1 Domane f ), 

SEQ ID NO:101 (KLH1 Domane g"), 

SEQ ID NO: 102 (KLH2 Domane b"), 

SEQ ID NO: 103 (KLH2 Domane c"), 

SEQ ID NO: 104 (KLH2 Domane d"). 

SEQ ID NO: 105 (KLH2 Domane e"), 

SEQ ID NO: 106 (KLH2 Domane f), 

SEQ ID NO: 1 07 (KLH2 Domane g"), 

SEQ ID NO: 108 (partielle KLH2 Domane h"), 

SEQ ID NO:157 (vollstandige HtH2 Domane a); 

(b) Nukleinsauresequenzen, die mit dem Gegenstrang einer Nukleinsauresequenz nach 
(a) hybridisieren und fur ein Polypeptid kodieren, das die immunologischen Eigen- 
schaften wenigstens einer Domane eines Hamocyanins aufweist; 

(c) Nukleinsauresequenzen, die aufgrund des genetischen Codes zu den unter (a) und (b) 
definierten DNA-Sequenzen degeneriert sind und fur ein Polypeptid kodieren, das die 
immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines Hamocyanins auf- 
weist; 

(d) Nukleinsauresequenzen, die mit einer der unter (a) bis (c) angegebenen Nukleinsau- 
resequenzen hybridisieren und deren Gegenstrang fur ein Polypeptid kodiert, das die 
immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane eines Hamocyanins auf- 
weist; 



(e) Nukleinsauresequenzen, die wenigstens 60 % homolog zu einer der unter (a) angege- 
benen Nukleinsauresequenzen sind; 

(f) Varianten der unter (a) bis (d) angegebenen Sequenzen, wobei die Varianten gegen- 
uber den unter (a) bis (d) angegebenen Sequenzen Additionen, Deletionen, Insertio- 
nen oder Inversionen aufweisen und fur ein Polypeptid kodieren, das die immunologi- 
schen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin aufweist; und 

(g) Kombinationen mehrerer der unter (a) bis (f) angegebenen DNA-Sequenzen. 
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2. Nukleinsaure-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennz ichnet, dass die Intron- 
sequenz ausgewahlt ist aus: 

(i) Nukleinsaxiresequenzen, a,c. aus der Gruppe der nachfolgend angegebenen DNA- 
Sequenzen bzw. der ihnen entsprechenden RNA-Sequenzen ausgewahlt sind Oder 
diese enthalten: 

SEQ ID NO:109 (Intron 1S-1/1S-2 von HtH1), 

SEQ ID NO:110 (Intron 1S-2/1A-1 von HtH1), 

SEQ ID NO:111 (Intron 1A-1/1A-2 von HtH1), 

SEQ ID NO:112 (Intron 1A-2/1A-3 von HtH1), 

SEQ ID NO:113 (Intron 1A-3/1A-4 von HtH1), 

SEQ ID NO:114 (Intron 1A-4/1B von HtH1), 

SEQ ID NO:115 (Intron 1B/1C von HtH1), 

SEQ ID NO:116 (Intron 1C/1D von HtH1), 

SEQ ID NO:117 (Intron 1D/1E von HtH1), 

SEQ ID NO:118 (Intron 1E/1F-1 von HtH1), 

SEQ ID NO:119 (Intron 1F-1/1F-2 von HtH1), 

SEQ ID NO:120 (Intron 1F-2/1G-1 von HtH1), 

SEQ ID NO:121 (Intron 1F-1/1G-2 von HtH1), 

SEQ ID NO:122 (Intron 1G-2/1G-3 von HtH1), 

SEQ ID NO: 123 (Intron 1G-3/1H von HtH1), 

SEQ ID NO:124 (Intron in dem 3*UTR-Bereich von HtH1). 

SEQ ID NO:125 (Intron 2A-1/2A-2 von HtH2), 

SEQ ID NO:126 (Intron 2A-1/2A-3 von HtH2), 

SEQ ID NO: 127 (Intron 2A-1/2A-4 von HtH2), 

SEQ ID NO: 128 (Intron 2A-4/2Bvon HtH2), 

SEQ ID NO:129 (Intron 2B/2C von HtH2), 

SEQ ID NO:130 (Intron 2C/2D von HtH2), 

SEQ ID NO: 131 (Intron 2D/2E von HtH2), 

SEQ ID NO: 132 (Intron 2E/2F-1 von HtH2), 

SEQ ID NO:1 33 (Intron 2F-1/2F-2 von HtH2), 

SEQ ID NO: 134 (Intron 2F-2/2GF-1 von HtH2), 
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SEQ ID NO:135 (Intron 2G-1/2G-2 vonrHtH2), 

SEQ ID NO: 136 (Intron 2G-2/2G-3 von HtH2), 

SEQ ID NO:137 (Intron 2G-3/2H von HtH2), 

SEQ ID NO: 138 (Intron in dem 3*UTR-Bereich von HtH2), 

SEQ ID NO: 139 (Intron 1B/1C von KLH1), 

SEQ ID NO:140 (Intron 1C/1D von KLH1), 

SEQ ID NO:141 (Intron 1D/1E von KLH1), 

SEQ ID NO:142 (Intron 1E/1F von KLH1), 

SEQ ID NO: 143 (Intron 1F-1/1F-2 von KLH1), 

SEQ ID N0.144 (Intron 1F-2/1G-1 von KLH1), 

SEQ ID N0:145 (Intron 1G-1/1G-2 von KLH1), 

SEQ ID NO:146 (Intron 1G-2/1G-3 von KLH1), 

SEQ ID N0.147 (Intron 2B/2C von KLH2), 

SEQ ID NO: 148 (Intron 2C/2D von KLH2), 

SEQ ID NO: 149 (Intron 2D/2E von KLH2), 

SEQ ID NO: 150 (Intron 2E/2F von KLH2), 

SEQ ID NO: 151 (Intron 2F von KLH2), 

SEQ ID NO:152 (Intron 2F-2/2G von KLH2), 

SEQ ID NO:153 (Intron 2G-1/2G-2 von KLH2), 

SEQ ID NO: 154 (Intron 2G-2/2G-3 von KLH2), 

SEQ ID NO:155 (Intron 2G/2H von KLH2); 

(ii) Nukleinsauresequenzen, die mit dem Gegenstrang einer Nukleinsauresequenz nach 
(i) hybridisieren; 

(iii) Nukleinsauresequenzen, die wenigstens 60 % homolog zu einer der unter (i) angege- 
benen Nukleinsauresequenzen sind; 

(iv) Varianten der unter (i) bis (iii) angegebenen Sequenzen, wobei die Varianten gegen- 
Qber den unter (i) unter (iii) angegebenen Sequenzen Additionen, Deletionen, Insertio- 
nen oder Inversionen aufweisen; und 



(v) Kombinationen mehrerer der unter (i) bis (iv) angegebenen DNA-Sequenzen. 
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3. Nukleinsauremolekul gemaiX Anspruch t Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
unter (b) Oder (d) bzw. unter (ii) angegebene Hybridisierung unter stringenten Bedingungen 
durchgefuhrt wird. 

4. Nukleinsauremolekul gemafc Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
unter (e) angegebene Nukleinsauremolekul wenigstens 80 % homolog zu einer der unter 
(a) angegebenen Nukleinsauresequenzen ist. 

5. Nukleinsauremolekul gemali Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
unter (e) angegebene Nukleinsauremolekul wenigstens 90 % homolog zu einer der unter 
(a) angegebenen Nukleinsauresequenzen ist. 

6. Nukleinsauremolekul gemaft Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
unter (e) angegebene Nukleinsauremolekul wenigstens 95 % homolog zu einer der unter 
(a) angegebenen Nukleinsauresequenzen ist. 

7. Nukleinsauremolekul gemaiJ Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das unter (iii) 
angegebene Nukleinsauremolekul wenigstens 80 % homolog zu einer der unter (i) ange- 
gebenen Nukleinsauresequenzen ist. 

8. Nukleinsauremolekul gemau Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das unter (iii) 
angegebene Nukleinsauremolekul wenigstens 90 % homolog zu einer der unter (i) ange- 
gebenen Nukleinsauresequenzen ist. 

9. Nukleinsauremolekul gemaft Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das unter (iii) 
angegebene Nukleinsauremolekul wenigstens 95 % homolog zu einer der unter (i) ange- 
gebenen Nukleinsauresequenzen ist. 

10. Nukleinsauremolekul gemaft einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass es ein Desoxyribonukleinsauremolekul ist. 

1 1 . Konstrukt, umfassend ein Nukleinsauremolekul gemaii einem der Anspruche 1 bis 1 0. 

12. Konstrukt gemas Anspruch 11, weiterhin umfassend einen zur Expressionskontrolle 
geeigneten Promotor, wobei die fur ein Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane oder ein 
funktionelles Fragment davon kodierende Nukleinsauresequenz unter der Kontrolle des 
Promotors steht. 
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13. Konstrukt gemafc Anspruch 11 Oder 12, weiterhin umfassend eine fur ein Antigen ko- 
dierende Nukleinsauresequenz, die direkt mit der fur ein HSmocyanin, eine Hamocyanin- 
Domane Oder ein funktionelles Fragment davon kodierenden Nukleinsauresequenz ver- 
bunden ist. 

14. Konstrukt gemSft Anspruch 13, wobei das Antigen ausgewahlt ist aus: Tumorantige- 
nen, Virusantigenen und Antigenen bakterieller Oder parasitarer Pathogene. 

15. Konstrukt gemaiS einem der Anspruche 1 1 bis 14, wobei das Konstrukt wenigstens 
einen Teil eines Vektors enthalt, wobei der Vektor ausgewahlt ist aus: Bakteriophagen, 
Adenoviren, Vacciniaviren, Baculoviren, SV40-Virus und Retroviren. 

16. Konstrukt gemSfc einem der Anspruche 1 1 bis 15, wobei das Konstrukt weiterhin eine 
His-Tag-kodierende Nukleinsauresequenz umfasst und die Expression des Konstrukts zur 
Bildung eines Fusionsproteins mit einem His-Tag fuhrt. 

17. Wirtszelle, enthaltend ein Konstrukt gemaG einem der Anspruche 1 1 bis 15, wobei die 
Wirtszelle eine zur Expression des Konstrukts geeignete prokaryontische Oder eukaryonti- 
sche Zelle ist. 

18. Wirtszelle gemaiJ Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die prokaryontische 
Wirtszelle ausgewahlt ist aus E. coli und Bacillus subtilis . 

19. Wirtszelle gemaii Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die eukaryontische 
Wirtszelle ausgewahlt ist aus Hefezellen, Pflanzenzellen, Insektenzellen und Saugerzellen, 
bevorzugt aus CHO-Zellen, COS-Zellen und HeLa-Zellen. 

20. Verfahren zum Herstellen eines Hamocyanin-Polypeptides, wobei das Nukleinsaure- 
molekul gemaR einem der Anspruche 1 bis 10 und/oder das Konstrukt gemaft einem der 
Anspruche 1 1 bis 16 in einer geeigneten Wirtszelle exprimiert wird und das Protein gege- 
benenfalls isoliert wird. 

21 . Verfahren gemaS Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass das hergestellte 
Hamocyanin-Polypeptid naturiich oderchemisch modiftziert wird. 
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22. Verfahren gemaa Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Modifikation eine 
Quervemetzung Oder eine kovalente Bindung an ein Antigen ist. 

23. Verfahren gemaft einem der Anspruche 20 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Expression in einer Wirtszelle gemafc einem der Anspruche 17 bis 19 durchgefuhrt wird. 

24. Hamocyanin-Polypeptid, umfassend eine Aminosauresequenz, die von einem Oder 
mehreren der Nukleinsauremolekule nach einem der Anspruche 1 bis 10 kodiert wird. 

25. Hamocyanin-Polypeptid gemas Anspruch 24, umfassend wenigstens eine aus der fol- 
genden Gruppe ausgewahlte Aminosauresequenz: 

SEQ ID NO:25 (HtH1 Domane a + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:26 (HtH1 Domane b), 

SEQ ID NO:27 (HtH1 Domane c), 

SEQ ID NO:28 (HtH1 Domane d), 

SEQ ID NO:29 (HtH1 Domane e), 

SEQ ID NO:30 (HtH1 Domane f), 

SEQ ID NO:31 (HtH1 Domane g), 

SEQ ID NO:32 (HtH1 Domane h), 

SEQ ID NO:33 (partielie HtH2 Domane b), 

SEQ ID NO:34 (HtH2 Domane c), 

SEQ ID NO:35 (HtH2 Domane d), 

SEQ ID NO:36 (HtH2 Domane e), 

SEQ ID NO:37 (HtH2 Domane f), 

SEQ ID NO:38 (HtH2 Domane g), 

SEQ ID NO:39 (HtH2 Domane h), 

SEQ ID NO:40 (partielie KLH1 Domane b), 

SEQ ID NO:41 (KLH1 Domane c), 

SEQ ID NO:42 (partielie KLH1 Domane d), 

SEQ ID NO:43 (partielie KLH1 Domane e), 

SEQ ID NO:44 (KLH2 Domane b), 

SEQ ID NO:45 (KLH2 Domane c), 

SEQ ID NO:46 (partielie KLH2 Domane d), 

SEQ ID NO:47 (KLH2 Domane g), 
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SEQ ID NO:48 (partielle KLH2 Domane h), 

SEQ ID NO:63 (HtH1 Domane a' + Signalpeptid), 

SEQ ID NO:64 (HtH1 Domane h'), 

SEQ ID NO:65 (partielle HtH2 Domane a), 

SEQ ID NO: 156 (vollstandige HtH2 Domane a), 

SEQ ID NO:66 (HtH2 Domane b"), 

SEQ ID NO:67 (HtH2 Domane d'), 

SEQ ID NO:68 (HtH2 Domane e'), 

SEQ ID NO:69 (partielle KLH1 Domane b'), 

SEQ ID NO:70 (KLH1 Domane e'), 

SEQ ID NO:71 (KLH1 Domane f), 

SEQ ID NO:72 (KLH1 Domane g), 

SEQ ID NO:73 (KLH1 Domane h), 

SEQ ID NO:74 (KLH2 Domane fa'), 

SEQ ID NO:75 (KLH2 Domane C), 

SEQ ID NO:76 (KLH2 Domane d'), 

SEQ ID NO:77 (KLH2 Domane e), 

SEQ ID NO:78 (KLH2 Domane f), 

SEQ ID NO:79 (KLH2 Domane g'), 

SEQ ID NO: 158 (teilweise KLH2 Domane h) 

Oder ein Fragment einer dieser Sequenzen, das die immunologischen Eigenschaften we- 
nigstens einer Domane eines Hamocyanins aufweist. 

26. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid, erhaltlich durch das Verfahren gemafi einem 
der Anspruche 20 bis 23 Oder Modifikationen davon. 

27. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemafc Anspruch 26, dadurch gekennzeich- 
net, dass es die Sequenzen SEQ ID NO: 25 bis 32 umfasst und Hamocyanin 1 aus Haliotis 
tuberculata ist, wobei die Sequenz mit SEQ ID NO:25 durch SEQ ID NO:63 und/oder SEQ 
ID NO:32 durch SEQ ID NO:64 ersetzt sein kann. 



28. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemaii Anspruch 26, dadurch gekennzeich- 
net, dass es entweder die Sequenzen SEQ ID NO: 33 bis 39 oder die Sequenzen SEQ ID 
NO:65, 66, 34-39 umfasst und Hamocyanin 2 aus Haliotis tuberculata ist, wobei jeweils 
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SEQ ID NO:35 durch SEQ ID NO:67 und/oder SEQ ID NO:36 durch SEQ ID NO:68 ersetzt 
sein kann. 

29. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemafi Anspmch 27, dadurch gekennzeich- 
net, dass es ein scheinbares Molekulargewicht von 370 KDa in SDS-PAGE unter reduzie- 
renden Bedingungen aufweist. 

30. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemalS Anspmch 28. dadurch gekennzeich- 
net, dass es ein scheinbares Molekulargewicht von 370 KDa in SDS-PAGE unter reduzie- 
renden Bedingungen aufweist. 

31. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemaB Anspruch 25, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Hamocyanin-Polypeptid entweder die Sequenzen SEQ ID NO: 40 bis 43 
Oder die Sequenzen SEQ ID NO:40 bis 43 und SEQ ID NO:71 bis 73 umfasst und KLH1 
aus Megathura crenulata ist, wobei jeweils die Sequenz mit SEQ ID NO:40 durch SEQ ID 
NO:66 und/oder SEQ ID NO:43 durch SEQ ID NO:70 ersetzt sein kann. 

32. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemafc Anspruch 25, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Hamocyanin-Polypeptid entweder die Sequenzen SEQ ID NO: 44 bis 48 
Oder die Sequenzen SEQ ID NO: 44 bis 46, 77, 78, 47, 48 umfasst und*KLH2 aus Megathu- 
ra crenulata ist, wobei jeweils die Sequenz mit SEQ ID NO:44 durch SEQ ID NO:74, SEQ 
ID NO:45 durch SEQ ID NO:75, SEQ ID N0.46 durch SEQ ID NO:76 und/oder SEQ ID 
NO:47 durch SEQ ID NO:79 ersetzt sein kann. 

33. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemaG einem der Anspruche 24 bis 32, da- 
durch gekennzeichnet, dass es kovalent an Viren, Virenbestandteile, Bakterien, Bakte- 
rienbestandteile, DNA, DNA-Bestandteile, anorganische oder organische Molekule wie z. 
B. Kohlenhydrate Peptide und/oder Glykoproteine gebunden ist. 

34. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemafi einem der Anspruche 24 bis 33, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hamocyanin-Polypeptid nicht-glykosyliert ist. 



35. Rekombinantes Hamocyanin-Polypeptid gemali einem der Anspruche 24 bis 33, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hamocyanin-Polypeptid glykosyliert ist. 
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36. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend ein Nukleinsauremolekul gemad 
einem der Anspruche 1 bis 10 und/oder ein Konstrukt gemad einem der Anspruche 1 1 bis 
16 und physiologisch vertragliche Zusatzmittel. 

37. Pharmazeutische Zusammensetzung gemaS Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie zur gentherapeutischen Behandlung von Tumoren verwendet wird. 

38. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend ein Hamocyanin-Polypeptid nach 
einem der Anspruche 24 bis 35 und physiologisch vertragliche Zusatzmittel. 

39. Pharmazeutische Zusammensetzung gemaS Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie als Antiparasitenmittel, Antivirusmittel Oder als Antitumormittel verwendet wird. 

40. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie zum Behandeln einer der folgenden Erkrankungen verwendet wird: Schistosomia- 
sis, Bluthochdruck, Oberflachen-Harnblasenkarzinomen, Epithelkarzinomen, Ovariaikarzi- 
nom, Mammakarzinom, Bronchialkarzinom und Kolonrektalkarzinom. 

41. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie als Impfstoff verwendet wird. 

42. Pharmazeutische Zusammensetzung gemaft Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie zur Kokain-Mi&brauchsvorsorge verwendet wird. 

43. Verwendung von Hamocyanin-Polypeptid gemafl einem der Anspruche 24 bis 35 als 
Tragerstoff fur Arzneimittel. 

44. Liposom, umfassend ein Nukleinsauremolekul gemas einem der Anspruche 1 bis 10, 
ein Konstrukt gemafc einem der Anspruche 11 bis 16 und/oder ein Hamocyanin-Polypeptid 
gemSG einem der Anspruche 24 bis 35. 

45. Liposom gemafc Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass das Liposom weiterhin 
Zellerkennungsmolekiile umfasst. 

46. Antikorper, erhaitlich durch Immunisieren eines Versuchstieres mit dem rekombinanten 
Hamocyanin-Polypeptid gemaii einem der Anspruche 24 bis 35. 



WO 01/14536 PCT/EP00/08129 

46 

47. Screening-Verfahren zum Identifizieren-von Tumor-spezifischer DNA in einer Zelle 
umfassend: 

a) das Inkontaktbringen zellularer DNA und/oder zelluiaren Proteins mit einer Sonde um- 
fassend die Nukleinsauresequenz gemaft einem der Anspruche 1 bis 1 0 und/oder des 
Antikorpers gemafc Anspruch 46 und 

b) das Nachweisen der spezifischen Bindung. 

48. Screening-Verfahren gemaft Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, dass der nach- 
zuweisende Tumor Harnblasenkarzinom, Epithelialkarzinom, Ovarialkarzinom, Mammakar- 
zinom, Bronchialkarzinom Oder Kolonrektalkarzinom ist. 
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§§§ (54) Title: NUCLEIC ACID MOLECULE COMPRISING A NUCLEIC ACID SEQUENCE WHICH CODES FOR A HAEMO- 
= CYAN1N, AND COMPRISING AT LEAST ONE INTRO N SEQUENCE 

— (54) Bezeichnung: N UKLEIN S A U REM OLEK UL, UMFASSEND EINE FUR EIN HAMOCYANIN KODIERENDE NUKLEIN- 
= SAURESEQUENZ UND MINDESTENS EINE 1NTRONSEQUENZ 

(57) Abstract: The invention relates to a nucleic acid molecule which comprises a nucleic acid sequence that codes for a haemo- 
=== cyanin. a haemocyanin domain or a fragment with the immunological properties of at least one domain of haemocyanin, and which 

comprises at least one intron sequence. The invention also relates to constructs which contain the nucleic acid molecule and which, 
= optionally, contain a promoter suited for controlling expression. In a preferred embodiment, the construct also contains a nucleic 
S= ac id sequence which codes for an antigen. The invention also relates to host cells containing these nucleic acid molecules and/or 
BB constructs, to the recombinant expression of the nucleic acid molecules and/or constructs in the host cells, to haemocyanin, a haemo- 
ggg cyanin domain, a fragment with the immunological properties of at least one domain of haemocyanin. and to haemocyanin fusion 

proteins that are coded by the nucleic acid molecules and/or by the constructs. The invention additionally relates to pharmaceutical 
= compositions which contain the nucleic acid molecules and/or haemocyanin, a haemocyanin domain, a fragment thereof or a fusion 

— protein, and to liposomes containing the nucleic acid molecules and/or haemocyanin. a haemocyanin domain, a fragment thereof or 

— a fusion protein. Finally, the invention also relates to antibodies which can be obtained by immunizing an experimental animal with 
Sgg the haemocyanin, a haemocyanin domain, a fragment thereof or a fusion protein, and to the use thereof in screening methods for 

identifying tumors. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsauremolekul, umfassend eine fiir ein Hamocyanin. eine 
f^j Hamocyanin-Domane oderein Fragment mit den immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin kodie- 
^ rende Nukleinsauresequenz und mindestens eine Intronsequenz. Weiterhin betrifft die Erfindung Konstrukte, die das Nukleinsaure- 
molekul und gegebenenfalls einen zur Expressionskontrolle geeigneten Promotor enthalten. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
enthalt das Konstrukt femer eine fur ein Antigen kodierende Nukleinsauresequenz. Die Erfindung betrifft ausserdem Wirtszellen. die 
C^i diese Nukleinsauremolekule und/oder Konstrukte enthalten. Die Erfindung betrifft ferner die rekombinante Expression der Nukle- 
*ff insauremolekiile und/oder Konstrukte in den Wirtszellen. Weiterhin betrifft die Erfindung Hamocyanin, eine Hamocyanin-Domane. 
^ ein Fragment mit den immunologischen Eigenschaften wenigstens einer Domane von Hamocyanin und Hamocyanin-Fusionsprote- 
ine, die von den Nukleinsauremolekulen und/oder Konstrukten kodiert werden. Die Erfindung betrifft weiterhin pharmazeutische 
^ Zusammensetzungen, die die Nukleinsauremolekule und/oder Hamocyanin. eine Hamocyanin-Domane. ein Fragment davon oder 
ein Fusionsprotein. enthalten. Weiterhin betrifft die Erfindung Liposomen, die die NukJeinsauremolekule und/oder Hamocyanin, 
eine Hamocyanin-Domane, ein Fragment davon Oder ein Fusionsprotein, enthalten. Ferner betrifft die Erfindung Antikorper, die 
£>• durch Immunisieren eines Versuchstieres mit dem Hamocyanin, einer Hamocyanin-Domane, einem Fragment davon oder einem 
^ Fusionsprotein, erhaltlich sind, und deren Verwendung in Screening- Verfahren zum Identifizieren von Tumoren. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeich n 
PCT/EP 00/08129 



F Id I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich ais nicht recherchtertoar eiwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 aul Blatt 1) 



GemaB Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden Grfinden Kir bestimmte Ansprtiche kein fl 

<•□; 



weii sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet 1st, namlich 



2. I""] Ansprtiche Nr. 

weil sie sich auf Teile der intemationalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
dafl eine sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



1 Ansprtiche Nr. 

— weil es sich dabei um abhangige Ansprtiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder EinheitJichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthaffc 

siehe Zusatzblatt 

Aufgrund des Ergebnisses der vorlaufigen Uberprufung 

gemass Regel 40.2(e) PCT sind keine zusatzlichen Gebiihren zu erstatten. 

1 . I l Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren recbtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 1 intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Ansprtiche. 

2 I ! Da fur alle recherchierbaren Ansprtiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' 1 — > zusatzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen Gebiihr aufgefordert 



3. fTl Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
ULJ intemationale Recherchenbericht nur auf die Ansprtiche, fur die Gebiihren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Ansprtiche Nr. 

1-48 (tellwelse, bezuglich Gruppen 1, 3, 7 und 8 wie auf Formular 210 
definiert) 



4. Pj Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er- 
faBt: 



s Widerspruchs [T] Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 
| [ Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Die international Recherchenbehorde hat festgestellt, daB dlese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspriiche: 1-48 (teilweise) 

Hamocyanin-Oomane aus Haliotis tuberculata, HtHl, oder ein 
funktionelles Fragmet davon mit den immunologoischen 
Eigenschaften von wenigstens einer Domane eines Hamocyanins 
HtHl, deren Polypeptidsequenz die aus Seq. Id. Nr. 25-32 des 
Sequenzverzeichnisses ausgewahlt ist; deren kodierenden 
Nukleinsauresequenzen Seq. Id. Nr. 1-8, und minestens eine 
Intronsequenz, die aus die Seq. Id. Nr. 109.-155 gewahlt ist. 
Verwendung der obi gen Sequenzen bei der Herstellung von 
pharmazeutischen Zusammensetzungen, sowie deren Verwendungen 
in therapeutischen Behandlungen gegen geschwulstverwandten 
Krankheiten, Infektionen, Pathologien aus Kokain-Missbrauch. 



2. Anspriiche: 1-48 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Hamocyanin HtH2 aus 
Haliotis tuberculata, mit Aminosaure- (aa) und deren 
codierenden Nukleinsauresequenzen (DNA), umfassend jeweils 
eine von Seq. Id. Nr. 33-39 (aa) und 9-15 (DNA) ausgewahlte 
Sequenz . 



3. Anspruche: 1-48 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Hamocyanin KLH1 aus 
Megathura crenulata, mit Aminosaure- (aa) und deren 
codierenden Nukleinsauresequenzen (DNA) , umfassend jeweils 
eine von Seq. Id. Nr. 40-43 (aa) und 16-19 (DNA) ausgewalte 
Sequenz. 



4. Anspruche: 1-48 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Hamocyanin KLH2 aus 
Megathura crenulata, mit Aminosaure- (aa) und deren 
codierenden Nukleinsauresequenzen (DNA), Sequenzen, 
umfassend jeweils eine von Seq. Id. Nr. 44-48 (aa) und 20-24 
(DNA) ausgewahlte Sequenz. 



5. Anspruche: 1-48 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Hamocyanin HtHl aus 
Haliotis tuberculata, mit Aminosauresequenzen (aa) und deren 
codierenden Nukleinsauresequenzen (DNA), umfassend jeweils 
eine von Seq. Id. Nr. 63, 64 (aa) und 49 (DNA) ausgewahlte 
Sequenz. 
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6. Anspruche: 1-48 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Hamocyanin HtH2 aus 
Hal i otis tuberculata, mit Aminosauresequenzen und 
derencodiernden Nukleinsauresequenzen, umfassend jeweils 
eine von Seq.Id.Nr. 65-68 und 156 (aa) und 50-53 (DNA) 
ausgewahlte Sequenz. 



7. Anspruche: 1-48 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Hamocyanin KLH1 aus 
Megathura crenulata, mit Aminosauresequenzen und 
derencodiernden Nukleinsauresequenzen, umfassend jeweils 
eine von Seq.Id.Nr. 69-73 (aa) und 54-56, 96-101 (DNA) 
ausgewahlte Sequenz. 



8. Anspruche: 1-48 (teilweise) 

Ebensowie Erfindung 1, bezogen auf Hamocyanin KLH2 aus 
Megathura crenulata, mit Aminosauresequenzen und 
derencodiernden Nukleinsauresequenzen (aa) und 
Nukleinsauresequenzen (DNA), umfassend eine von Seq.Id.Nr. 
74-79 und 158 (aa), und 57-62, 102-108 (DNA) ausgewahlte 
Sequenz. 
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